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Résumé

RESUME

Mise en Evidence d'une Forme Soluble de la Chaine Alpha du Récepteur de

I'Interleukine-15 Humaine: Caractérisation Structurale et Fonctionnelle.

L’Interleukine-15 (IL-15) est une cytokine qui présente des activités semblables a celles de
I’IL-2 in vitro du fait de l'utilisation commune des chaines réceptrices IL-2Rp et v, la
spécificité d'action étant conférée par une chaine réceptrice a. L’IL-2Ra existe sous forme
soluble aprées clivage protéolytique de la forme membranaire. Dans cette étude, nous avons
mis en €évidence in vitro puis in vivo une forme soluble de la chaine IL-15Ra., issue du
clivage de I’IL-15Ro membranaire et possédant une forte activité antagoniste de 1’action
de I’'IL-15. Le domaine N-terminal de I’'IL-15Ra (sIL-15Ra-sushi) en combinaison avec
I’IL-15, s'avere étre, quant a lui, agoniste pour les cellules n’exprimant que les chaines IL-
2R et y, effet renforceé par la liaison IL-15/sIL-15Ra grace a un linker. Ce travail montre
que le sIL-15Ra est une composante importante dans la régulation des activités de I'[L-15

et pourrait conduire a différentes applications thérapeutiques.
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Abstract

ABSTRACT

Molecular and Functionnal Characterisation of a Natural Human Soluble Form of

the Interleukin-15 Receptor Alpha Chain.

Interleukin-15 (IL-15) mimics most of the in vitro biological activity elicited by IL-2. This
redundancy is explain by the common usage of the two receptors IL-2Rf3 and y.. Cytokine
specificity is conferred by private alpha chains. IL-2Ra exists in a soluble form shed from
the membrane-bound form. In this study, we identify in vitro and then in vivo a soluble
form of the IL-15Ra (1], stemming from membrane-bound IL-15Ra, (1T a
strong antagonist of IL-15 activity. The N-terminal domain of IL-15Ra (sIL-
15Ra 1000, in combination with IL-15 exerts an agonistic effect on IL-2RB/y.
expressing cells, an effect strenghtened by covalently linking IL-15 to sIL-15Ra. This
work shows that sIL-15Ra [0 important rolesiJ IO of TL-15

activity and could lead to therapeutic applications.
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Introduction

LES CYTOKINES ET LEURS RECEPTEURS

Le fonctionnement d’un organisme vivant est régi par un équilibre complexe et
hautement régulé entre les différentes cellules qui le constituent. Ainsi, le systéme
immunitaire repose sur I’interaction entre les effecteurs cellulaires que sont les
lymphocytes T, les lymphocytes B, les cellules naturelles tueuses ou NK (Natural Killer) et
les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) comme les monocytes, les macrophages et les
cellules dendritiques. La communication entre ces différentes cellules est assurée soit par
contacts directs, soit médiée par des facteurs protéiques solubles. Ces molécules
transmettent leur signal via des protéines transmembranaires spécifiques, ou récepteurs.
L'intégration de ces différents signaux génére un message qui aboutit a différents effets
comme l'activation de la prolifération, la différenciation et la maturation fonctionnelle des
cellules (induction d’activités cytotoxique et phagocytaire, production d’anticorps,

I’accroissement de 1’hématopoiese).

I. Généralités.

A. Les cytokines.

Afin d’assurer le bon fonctionnement d’un organisme multicellulaire, il est
nécessaire que les cellules établissent des moyens de communication entre elles. Hormis
les contacts cellulaires, les facteurs solubles jouent un réle prépondérant dans la diffusion
de I’information. Ces facteurs peuvent étre différenciés en trois catégories distinctes : les
hormones endocriniennes possédant une action systémique, les facteurs de croissance et les
cytokines, agissant localement. Le terme de cytokine désigne un ensemble de
glycoprotéines solubles ou membranaires de faibles poids moléculaires qui présentent peu
ou pas de similitudes dans leurs séquences en acides aminés (aa) et régulant un large
spectre d’activités biologiques (prolifération, différenciation, réponses cellulaires).

Lorsqu'elles sont sécrétées, les cytokines peuvent agir a de trés faibles
concentrations sur les cellules avoisinantes (paracrinie) ou sur les cellules productrices

elles-mémes (autocrinie). Elles pourraient également agir a l'intérieur des cellules
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Introduction

productrices sans étre secrétées (intracrinie). Les cytokines sont rarement produites de
maniére constitutive mais plutot en réponse a une activation cellulaire qui elle-méme a pu
étre induite en cascade par d'autres cytokines. En effet, les cytokines peuvent réguler
positivement ou négativement la production d'autres cytokines et dans certains cas réguler
leur propre expression. L'ensemble des interactions entre les différentes cytokines forme le
réseau cytokinique. Ce réseau de cytokines est également défini par le fait qu'une action
simultanée de différentes cytokines peut aboutir a un effet additif, synergique ou

antagoniste.

Les cytokines sont généralement regroupées selon leurs modes d’action et leurs
fonctions biologiques. Ainsi les cytokines sont classées en six groupes ou familles (Figure
1):

- les interleukines (IL-)

- les interférons (IFNs)

- les facteurs de nécrose des tumeurs (TNFs, "Tumor Necrosis Factors")

- les facteurs stimulant les colonies (CSFs, "Colony Stimulating Factors")
- les facteurs de croissance (GFs, "Growth Factors")

- les chimiokines

¥ ¥

¥

Interleukines (IL-) Interférons (IFNs) Facteurs de Nécrose

X

des Tumeurs (TNFs)

@ _)

Facteurs Stimulant Facteurs de Chimiokines
les Colonies (CSFs) Croissance (GFs)

Figure 1: Groupes ou Familles de Cytokines
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En réponse a un stimulus adéquat, la production de la cytokine qui résulte d'une
synthése de novo sera, généralement, rapide, bréve, intense et sa sécrétion sera immédiate.
Hormis I’IL-1, les cytokines ne sont pas stockées a I'intérieur des cellules. Il existe
cependant des cytokines qui sont exprimées de facon basale, comme celles qui sont
produites par les cellules stromales du microenvironnement médullaire ou thymique. La
majorité des cytokines sont des facteurs solubles sécrétés, cependant certaines peuvent se

présenter sous deux formes, soluble et membranaire, toutes deux biologiquement actives.

De maniere générale, D’expression des cytokines est régulée de manicre
transcriptionnelle. Cependant il existe des cas de régulation post-transcriptionnelle via la
stabilisation d’ARNm (GM-CSF, IL-7, IL-15) ou post-traductionnelle via un clivage
protéolytique. Ce clivage peut étre celui d’une pro-cytokine afin de libérer la cytokine
mature, ou celui du domaine extracellulaire d’une forme membranaire permettant le
relargage de la cytokine soluble mature.

Au fur et a mesure de la découverte de cytokines, de récepteurs, ou de nouveaux

modes d'action et d’interaction, le réseau cytokinique apparait de plus en plus complexe.

B. Les récepteurs de cytokines.

Les cytokines exercent leur action par l'intermédiaire de récepteurs localisés a la
surface des cellules. De fagon similaire aux cytokines, les récepteurs membranaires
peuvent étre classés selon leurs homologies structurales et fonctionnelles. Ainsi les chaines

réceptrices des cytokines sont regroupées en neuf familles principales (figure 2).

a) Les récepteurs des cytokines hématopoiétiques (récepteurs de classe I) comme
la chaine gp130, la chaine B commune (J3;) et la chalne y commune (y.).

b) Les récepteurs des cytokines des familles des IFNs et de I'IL-10 (récepteurs
de classe II) tels les IFN-Rs, IL-10R, IL-20R, IL-22R et IL-28R.

¢) Les récepteurs des cytokines de la superfamille des TNFs (récepteurs de
classe III) qui correspondent par exemple aux TNF-R, NGF-R, Fas, CD27, CD40 et
TRAIL-R.
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d) Les récepteurs apparentés a la superfamille des immunoglobulines sans
activité tyrosine kinase comme les [L-1Rs et [L-18R.

e) Les récepteurs apparentés a la superfamille des immunoglobulines avec
activité tyrosine kinase qui correspondent entres autres aux M-CSF-R, EGF-R et
PDGF-R .

f) Les récepteurs a activité sérine/thréonine kinase des cytokines de la famille du
TGFB comprenant par exemple les TGFB-R, Inh-R et Act-R.

g) Les récepteurs a domaine sushi dont ’IL-2Ra et ’IL-15Ra sont les seuls
membres.

h) Les récepteurs des cytokines de la famille des IL-17 (IL-17Rs).

i) Les récepteurs a sept domaines transmembranaires des chimiokines comme le

CXCR-1, les CCRs, les CXCRs et le CX5CR-1.
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II. Les cytokines hématopoiétiques.

Ce travail de theése s’est intéressé a I’étude du "systeme interleukine-15". L’IL-15
est une cytokine hématopoiétique a quatre hélices o courtes, structurellement et
fonctionnellement proche de I'IL-2 (Burton et al. 1994; Grabstein et al. 1994). Les
récepteurs fonctionnels de 1'IL-2 et de 1'lL-15 partagent les chaines transductrices IL-2R[3
et v, de la famille des récepteurs hématopoiétiques (Bamford et al. 1994; Giri et al. 1994;
Grabstein et al. 1994). Leur spécificité de réponse est conférée par leurs chaines

réceptrices spécifiques, 1'lL-15Ra et I'IL-2Ra.

A. Caractéristiques des cytokines hématopoiétiques.

Les cytokines hématopoiétiques sont des protéines de faible poids moléculaire
impliquées dans la différenciation et I'expansion des cellules sanguines. Elles présentent
généralement des N-glycosylations et O-glycosylations et la structure tertiaire de la plupart
de ces glycoprotéines est assurée par des ponts disulfures. L’organisation spatiale des
structures secondaires donne une structure tertiaire cylindrique aux cytokines a hélices a
longues, et une structure tertiaire globulaire aux cytokines a hélices o courtes. Ces
cytokines se fixent généralement sous forme monomérique sur différentes chalnes

réceptrices hématopoiétiques.

B. Les récepteurs des cytokines hématopoiétiques.

1. Structure des chaines réceptrices.

Les chaines réceptrices de la famille des cytokines hématopoiétiques sont des
glycoprotéines contenant une seule région transmembranaire a I’exception de la chaine
CNTF-R qui est ancrée a la membrane par une liaison glycosyl-phosphatidylinositol (GPI).
Les régions extracellulaires de ces chaines réceptrices sont variables, mais présentent
toutes un module de type "Cytokine Receptor Homology" (CRH), constitué par deux

domaines de type hématopoiétique et impliqué dans la liaison de la cytokine. Le premier
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domaine hématopoiétique, situé en NH,-terminal, présente quatre cystéines conservées qui
forment deux ponts disulfures intracaténaires successifs indispensables a la fonctionnalité
du CRH (Yawata et al. 1993). Le second domaine hématopoiétique, plus proche de la
membrane et possede un motif W-S-X-W-S conservé spécifique des récepteurs
hématopoiétiques.

Des domaines de type "immunoglobuline" (Ig) et/ou des domaines de type
"fibronectine III" (FNIII) sont retrouvés dans les régions extracellulaires de certaines
chaines réceptrices de la famille des cytokines hématopoiétiques. Les domaines Ig peuvent
également jouer un rdle dans la liaison de la cytokine (Layton et al. 2001; Bitard et al.
2003) alors que les régions de type FNIII peuvent permettre des interactions entre les
chaines réceptrices (Kurth et al. 2000; Timmermann et al. 2002).

Les parties intracellulaires des chaines réceptrices hématopoiétiques sont de
longueurs variables et ne présentent pas d’activité tyrosine kinase intrinséque. Deux motifs
conservés, "Box1" et "Box2", sont retrouvées sur les domaines intracellulaires chaines
réceptrices hématopoiétiques qui participent a la transduction du signal biologique. Le
motif "Box1" posséde un site, riche en proline, essentiel a la transduction du signal en
permettant I’ancrage de protéines tyrosine kinases cytoplasmiques de la famille des JAKs
("Janus-Associated Kinases"). Le motif "Box2", moins conservé, augmenterait 1'affinité

des JAKSs pour la région intracytoplasmique des chaines transductrices (Bazan 1990).

2. Les familles de récepteurs hématopoiétiques.

Afin de transduire un signal, les récepteurs hématopoiétiques fonctionnels induisent
I'homodimérisation d’une chaine spécifique ou I’association de deux ou trois chaines
réceptrices différentes. La spécificité d'interaction des complexes récepteurs multimériques
avec la cytokine est conférée par la chaine a.. Dans le cas des récepteurs trimériques, cette
chaine a un domaine intracellulaire court et dépourvu, le plus souvent, d'activité
transductrice. Elle s'associe, alors, dans le récepteur fonctionnel a un homo ou
hétérodimére de chailnes transductrices. La liaison de la cytokine peut induire le
rapprochement des chaines transductrices, ou entrainer des modifications de la
conformation et du positionnement des chaines transductrices pré-associées qui permettent
le rapprochement des régions intracellulaires. Le rapprochement des parties intra-

cytoplasmiques permet l'initiation de la transduction du signal intracellulaire en permettant
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aux JAKs constitutivement associées aux chalnes réceptrices d'interagir et de s'auto-
activer.

Les chaines transductrices peuvent €tre partagées par plusieurs cytokines. Cette
propriété, a la base de la redondance fonctionnelle entre différentes cytokines, ainsi que la
nature dimérique ou trimérique des récepteurs, permet de définir quatre groupes principaux
de cytokines hématopoiétiques (Ozaki and Leonard 2002) :

- Le groupe des cytokines hématopoiétiques a récepteurs homodimériques
comprend les cytokines hématopoiétiques homodimérisant leur chaine réceptrice unique
qui est transductrice. Ce groupe comprend I’EPO, le TPO, le G-CSF, la GH, la PRL et la
Leptine.

- Le groupe des cytokines hématopoiétiques a récepteurs hétérodimériques
utilisant la chaine transductrice .. Les cytokines de ce groupe sont I’IL-3, I’IL-5 et le
GM-CSF. Chaque cytokine posséde une chaine réceptrice spécifique (chaine o) qui
associée a la chaine B, forme le complexe récepteur fonctionnel.

- Le groupe des cytokines hématopoiétiques a récepteurs hétérodimériques ou
hétérotrimériques utilisant la chaine transductrice y.. Ces cytokines sont I’'IL-2, I’'[L-4,
I’IL-7, PIL-9, I’IL-15 et ’IL-21. La chaine réceptrice spécifique de chaque cytokine est
appelée chaine réceptrice a. L’IL-2 et I’IL-15 partagent, en plus de la chaine y., la chaine
transductrice IL-2Rf3.

- Le groupe des cytokines a récepteurs multimériques correspond a la famille
IL-6/IL-12. La famille de I’IL-6 comprend, en plus de cette cytokine, I’'IL-11, le CNTF, le
LIF, ’'OSM, la CT-1, et la CLC sécrétée uniquement si elle est complexée au
"Cardiotrophin-Like Factor-1" (CLF-1) ou au CNTF-R. Deux homologues viraux de 1'lL-6
sont connus : la "Kaposi Sarcoma associated human herpes Virus 8 interleukin-6" (KSV-
IL-6) et la "Rhesus macaque rhadinovirus Interleukin-6" (Rm-IL-6). Toutes ces cytokines
partagent la chaine transductrice gp130, et certaines partagent la chaine transductrice
gpl190. La CT-1 posséderait une chaine spécifique non déterminée qui serait ancrée a la
membrane plasmique par une liaison GPI déja décrite pour le CNTF-R membranaire
(Pennica et al. 1996; Robledo et al. 1997).

L'TL-12, I'IL-23 et I'[L-27 sont des cytokines dont les structures sont comparables a
celle d'un complexe cytokine/récepteur soluble. La structure et le mode d’utilisation des
récepteurs spécifiques solubles permettent de rapprocher la famille de I’IL-6 de celle de

I’'IL-12. En effet, I'IL-12 correspond a ’association covalente, par ponts disulfures, des
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sous-unités IL-12p35, qui présente des homologies de structure avec I'IL-6, et IL-12p40
structuralement proche de I'IL-6Ra soluble. L’IL-23 et I’IL-27 sont aussi formés de

I’association d'une molécule de type cytokine avec une protéine de type récepteur soluble.

C. La transduction du signal des cytokines
hématopoiétiques.

La liaison de la cytokine sur son récepteur fonctionnel provoque un signal, qui est
transmis a l'intérieur de la cellule afin que celle-ci réponde de maniére adaptée.
La transduction du signal qui met en jeu différentes voies d'activation doit étre finement

régulée afin que l'activation soit suffisante (Thle et al. 1995; Gadina et al. 2001).

Les régions intracellulaires des chaines réceptrices hématopoiétiques transductrices
sont constitutivement associées avec des protéines tyrosine kinases, les JAKs. Les JAKs
possedent une activité kinase en C-terminal. La dimérisation des chalnes transductrices
suite a la liaison de la cytokine sur le complexe récepteur fonctionnel permet le
rapprochement de leurs parties intracytoplasmiques et des JAKs. Cela induit 'activation
des JAKs par phosphorylations mutuelles. Cette premicre étape de recrutement de
molécules de signalisation peut conduire a I’engagement des trois principales voies
d’activation des cytokines hématopoiétiques : la voie des STATSs ("Signal Transducers and
Activators of Transcription"), la voie des MAPKs ("Mitogen-Activated Protein Kinases"),
et la voie de la PI3-K ("Phosphatidyl Inositol 3-Kinase") et de Akt ("cellular homolog of
the v-akt oncogene" ou PKB pour "Protein Kinase B"). Il s'en suit une cascade de
phosphorylations aboutissant a l'activation de différents facteurs de transcription dans le
noyau.

L'information intercellulaire correspondant a la fixation de la cytokine sur son
récepteur fonctionnel peut étre régulée négativement de différentes fagons: (i) Certaines
cytokines peuvent étre complexées a des récepteurs solubles antagonistes ou étre captées
par des récepteurs membranaires non fonctionnels ("decoy receptors"). (ii) La quantité des
différents éléments participant a la transduction du signal intracellulaire peut étre
controlée, par dégradation au niveau du protéasome. (ii1) L'information intercellulaire peut
étre controlée négativement voire rétrocontrolée au niveau méme de la transduction du

signal intracellulaire.
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LE SYSTEME IL-15

L’IL-15 est une cytokine de la famille de I’IL-2 qui a été découverte, en 1994,
simultanément par deux équipes (Burton et al. 1994; Grabstein et al. 1994). Elle a été
identifiée sur la capacité¢ des surnageants de culture des lignées CV-1 / EBNA (lignée
épithéliale de rein de singe) et Hut-102 (Lymphome T humain associé au virus HTLV-1
("Human T Cell Leukemia Virus")), a induire la prolifération de la lignée T cytotoxique
murine IL-2 dépendante, CTLL-2 (Bamford et al. 1994). Cette cytokine posséde de
nombreuses activités biologiques communes avec 1I’IL-2, principal facteur de croissance
des lymphocytes T activés. Cette redondance fonctionnelle entre ces deux cytokines
s’explique, entre autre, par le fait qu’elles partagent des chaines réceptrices communes, IL-
2/15Rp et yc (Giri et al. 1994). L’IL-15 posséde, néanmoins, des propriétés qui lui sont

propres, médiées, notamment, par une chaine IL-15Ra spécifique.

I. L'Interleukine-15.

A. Caractéristiques moléculaires et biochimiques de
I’IL-15 humaine.

1. Caractéristiques du géne et des messagers de 1'IL-
15.

L’IL-15 est codée par un geéne d’environ 34 kb localisé sur le chromosome 4 en
position ql13 chez I’homme, et dans la région centrale du chromosome 8 murin. Le géne
humain est composé de 9 exons dont 7 sont codants et 8 introns (Anderson et al. 1995;
Krause et al. 1996). 1l a été mis en évidence I’existence d’un exon alternatif, chez I’homme
et la souris, présenté comme étant une séquence additionnelle localisée entre les exons 4 et
5 et codant pour un peptide signal, nommé exon 4A (Meazza et al. 1996; Onu et al. 1997;
Tagaya et al. 1997). Selon I'utilisation ou non de 1'exon 4A, deux isoformes d'ARNm sont
produites.

L’ADNc originel de I’'IL-15 humaine comprend une région 5’ non traduite (5’

UTR) d’au moins 316 nucléotides (nt), une séquence codante (ORF) de 486 nt, et une
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région 3’ non traduite (3° UTR) d’au moins 400 pb, codant pour un précurseur de I’'IL-15.
Ce précurseur est constitué¢ d’un peptide signal de 48 aa et d’une protéine mature de 114
aa. Le peptide signal est cod¢ par les exons 3, 4 et le début de I’exon 5. La fin de I’exon 5
et les exons 6, 7 et 8 codent pour la protéine mature (Grabstein et al. 1994; Anderson et al.
1995).

L'ADNCc alternatif humain de I’IL-15 a été identifié présentant un exon additionnel
de 119 nucléotides (nt) inséré entre les exons 3 et 4, mais étant dépourvu des exons 1 et 2.
L’introduction de cet exon alternatif engendre I’interruption de la séquence codant pour le
peptide signal de 48 aa par I’insertion de 3 codons stop et fait apparaitre un nouveau site
d’initiation de la traduction, AUG. Il en résulte un précurseur de I’'IL-15 présentant un
peptide signal plus court de 21 aa par rapport au peptide signal de 48 aa, dit long. Les deux
isoformes de I'IL-15 sont appelées IL-15-LSP ("Long Peptide Signal") et IL-15-SSP
("Short Peptide Signal") et donnent une protéine mature identique (Anderson et al. 1995;
Krause et al. 1996) (Figure 3).

La structure du geéne de I'IL-15 (9 exons et 8 introns) est différente de celle
retrouvée généralement pour les génes des cytokines a 4 hélices a (4 exons et 3 introns).
Néanmoins, la région génique codant pour 1'lL-15 mature correspond a 4 exons et 3 introns

(Seigel et al. 1984).
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2. Caractéristiques protéiques de 1'IL-15.

a) Forme soluble.

L’IL-15 mature est une glycoprotéine de 14-15 kDa composée de 114 aa codée par
les exons 5 a 8 du géne de I’'[L-15. L’IL-15 humaine et du singe ne différent que par 5 aa
et présentent ainsi, 97% d’homologie. Entre ’homme et la souris, on observe 73%
d’homologie au niveau de la séquence en acide aminé (Grabstein et al. 1994). L’IL-15
comporte deux ponts di-sulfure en position C42-C88 (homologue a I’'IL-2 situé en C58-
C105) et C35-C85, et présente deux sites de N-glycosylation en C terminal de la protéine,
en N79 et N112 (Grabstein et al. 1994). Les prédictions sur la structure secondaire de I’IL-
15 mature indiquent qu’elle appartient, au méme titre que 1’IL-2, a la famille des cytokines
composées de quatre hélices a courtes amphipatiques. Pour 1I’'IL-15, les hélices o sont
localisées entre les acides aminés N1 et L15, T38 et A57, N65 et G78, et K97 et S114, en
configuration « up-up-down-down » (Pettit et al. 1997).

Bien que I'IL-2 et 1'IL-15 présentent une faible homologie de séquence primaire, les
acides aminés de 1'IL-2, essentiels a la liaison des chaines réceptrices et Y., sont conservés
dans la structure de I'IL-15. Ainsi, le D8 de I'L-15, homologue de D20 de I'L-2, est
indispensable a l'interaction avec IL-2Rp (Zurawski et al. 1993; Pettit et al. 1997). De
méme, Le Q108 de 1'IL-15, homologue du Q126 de I'IL-2, est essentiel a la liaison a la
chaine y. (Zurawski et al. 1993). Les résidus participant a la liaison spécifique entre I'[L-2
et sa chaine o (K35, R38, F42 et K43) localisés dans la boucle entre les hélices A et B, ne
sont pas conservés pour I'I[L-15 (Sauve et al. 1991). Dans une précédente étude, nous avons
identifi¢ deux régions de I’'IL-15 impliquées dans la liaison a I’'IL-15Ra. La premicre
région (“LLELQVISL™) correspond a une séquence localisée dans 1’hélice B and la

seconde (“*ENLII®®) est située dans I’hélice C (Bernard et al. 2004).

b) Forme membranaire.

Une forme membranaire de I'IL-15 a ét¢ mise en évidence a la surface de
monocytes humains primaires, de lignées humaines monocytaire et de myofibroblastes
dérivés de la rate (Musso et al. 1999; Briard et al. 2002). L’expression de I'IL-15
membranaire constitutive est accrue lors de ’activation de ces cellules par de I’TFNy ou du

LPS. Un stock intracellulaire d'IL-15 est mobilisé rapidement a la surface des monocytes
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suite & une stimulation au LPS ou au GM-CSF. Cette IL-15 membranaire est
biologiquement active et assure la prolifération des lymphocytes T (Neely et al. 2001). De
plus, cette IL-15 cross-linkée a un anticorps anti-IL-15 ou stimulée par une forme soluble
de I'[L-15Ra induit les monocytes, par un processus de rétro-signal, a adhérer a leur
support et a produire de I’IL-6, de I’IL-8 et du TNF-a (Budagian et al. 2004; Neely et al.
2004). Le mécanisme de mobilisation a la membrane reste encore inconnu.

L'IL-15 peut étre présentée, fixée a sa chaine IL-15Ra membranaire, et stimuler en
trans des cellules exprimant des complexes récepteurs IL-15Ro/IL-2RB/y. et TL-2RB/y.
(Dubois et al. 2002). Ainsi, la présentation de I'IL-15 par la chaine IL-15Ra permet la
stimulation en trans des lymphocytes T CD8" mémoires (Burkett et al. 2003) (Figure 4C).

B. Sites d’expression de I’IL-15.

L’ARN messager de I’IL-15 est détecté dans de nombreux tissus et types cellulaires
aprés activation. Des tissus comme le placenta, le muscle squelettique, le rein, le foie, le
poumon, le cceur présentent une expression forte d’ARNm de I’'IL-15 (Grabstein et al.
1994).

A T’échelle cellulaire, les monocytes/macrophages sous activation ont été les
premicres cellules reconnues comme source d’IL-15 (Grabstein et al. 1994). D’autres
cellules impliquées dans la présentation de I’antigéne (CPA), comme les cellules
dendritiques produisent de ’ARNm et la protéine IL-15, suggérant un rdole dans I’attraction
et la stimulation des cellules T. L’IL-15 est également produite par les lignées de cellules
stromales, ainsi que les cellules humaines primaires stromales de la moelle osseuse, par les
épithéliums thymique et intestinal foetal. Les cellules épithéliales et fibroblastiques issues
de divers tissus, commme les lignées épithéliales hépatiques, les cellules épidermiques et
les kératinocytes, les cellules feetales de la peau, les cellules épithéliales intestinales,
expriment I’IL-15 au niveau ARNm et/ou protéique. D’autres cellules moins étudiées
produisent de I’IL-15, comme les astrocytes et les cellules de la microglie. Bien que la
présence d’ARNm dans les cellules T périphériques activées n’avait pas été détectés lors
d‘études préliminaires, des techniques plus sensibles ont montré 1’existence d’ARNm de
I’IL-15 sans toutefois détecter la protéine.

Cette expression ubiquitaire des ARNm contraste avec la détection de la protéine

qui est trés rarement dosée dans des conditions physiologiques. Cependant, 1'L-15

_27 -



Introduction

protéique a été¢ dosée dans les surnageants de culture de cellules stromales de la moelle
osseuse, de cellules dendritiques dérivées du sang, et de monocytes/macrophages activés.
La quantité de protéine sécrétée est généralement le reflet du taux d'’ARNm et de la
stabilité des transcrits. Dans le cas de I'IL-15, la présence ubiquitaire d'ARNm et I'absence
de la protéine suggerent que la production d'IL-15 soit fortement régulée au niveau post-

transcriptionnel.

C. Régulation de ’expression de I’'IL-15.

La transcription, la traduction et la sécrétion de I’'IL-15 sont régulées par de
multiples mécanismes complexes et aboutissent a terme a une faible sécrétion de la

cytokine.

1. Régulation transcriptionnelle de I’expression de
I’IL-15.

L'induction de la transcription du geéne de I'L-15 est permise sous certaines
conditions. Les monocytes présentent un taux plus ¢levé d'ARNm suite a une stimulation
par le LPS ou I'lFNy (Grabstein et al. 1994; Bamford et al. 1996), ou a une infection virale
ou microbienne (Doherty et al. 1996; Flamand et al. 1996). Les cellules de 1'épithélium
pigmentaire rétinien foetal activées par I'lFNy ou le TNFo augmentent leur taux
d'expression de transcrits de I'IL-15 (Kumaki et al. 1996). Le LPS et les IFNa induisent
une augmentation des messsagers IL-15 dans les cellules dendritiques (Mattei et al. 2001).
Les rayonnements UV favorisent, également I'expression des ARNm de I'[L-15 par les
kératinocytes (Mohamadzadeh et al. 1995).

Des études sur la recherche de séquences consensus au niveau de la région 5’
régulatrice en amont de 1’exon 1, ont révelé 1’existence de sites de fixation de facteurs de
transcription dans la région promotrice : a-INF-2, NF-IL-6, y-IRE, myb, GCF, IRF-1, et
NF-kB (Azimi et al. 1998; Washizu et al. 1998). Le site NF-kB est localisé en -75 et -65
par rapport au site d’initiation de la transcription du promoteur du géne humain de I'IL-15.
Il a été décrit comme étant important pour la régulation positive de ’expression de
I’ARNm de I’[L-15 induite par la protéine Tax du virus HTLV-1 (Azimi et al. 1998) et de

I’expression du gene IL-15 induit par 1’activation LPS des macrophages murins (Washizu
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et al. 1998). Un motif IRF-E ("Interferon Regulatory Factor response Element") est
localisé dans la région -295 a -243 par rapport au site d'initiation de la transcription du
gene de 1'[L-15 murine. Il fixe les protéines IRF-1 et IRF-2. IRF-1 joue un rdle essentiel
dans la régulation transcriptionnelle de I'IL-15. L'expression d'IL-15 induite par IRF-1 est
importante pour les cellules NK, NK-T, et les IELs (Ogasawara et al. 1998; Ohteki et al.
1998). La région -201 a -141 du promoteur du géne de I’IL-15 comporte des sites non
identifiés de régulation négative de 1’expression de I’'IL-15 (Azimi et al. 1998). La délétion
en 5’ de cette région résulte en une forte augmentation de I’activité du promoteur du gene
de I’IL-15.

Un autre type de régulation négative de la transcription du géne de 1'lL-15 a été
récemment mis en évidence chez la souris. Une IL-15 non sécrétée issue d'un épissage
alternatif inhibe la production d'IL-15 induit par le LPS au niveau transcriptionnel. La co-

expression de 1'[L-15Ra est indispensable a cette inhibition. Cette IL-15 intracellulaire

formerait un complexe avec 1'lL-15Ra et serait transloqué dans le noyau. Le complexe
inhiberait la transcription du géne de I'lL-15 en empéchant les facteurs de transcription de

se fixer sur le promoteur IL-15 (Nishimura et al. 2005).

2. Régulation traductionnelle de I'expression de 1'IL-
15.

La forte expression de ’ARNm de I’IL-15 et la faible détection de la protéine ont
mené a étudier les mécanismes régulant la traduction des messagers de I'IL-15. La
présence de multiple codons start AUG au niveau de la séquence 5° non traduite et le
comportement différent des isoformes LSP et SSP ont été identifiés comme des points de
contrdle en tant que régulateur de la traduction des ARNm de I’IL-15 en précurseur de la

protéine 1L-15.

La région 5’ non traduite de I’ARNm de I’isoforme LSP de I’IL-15 est relativement
longue. Elle contient 12 codons d'initiation de la traduction AUG dont 10 surnuméraires
chez I’homme (5 chez la souris) en amont du codon d’initiation de la traduction (Grabstein
et al. 1994; Bamford et al. 1996). La présence de ces codons AUG a tendance a réduire
fortement 1’efficacité de la traduction (Kozak 1992). Des travaux ont montré que la

production de la protéine de fusion HTLV-1 / IL-15 par la lignée HuT-102 provient de
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I’augmentation de 1’efficacité de transcription induite par la protéine virale Tax, mais
également d’une traduction accrue (Bamford et al. 1996). L’ARNm de fusion est constitué
d’une séquence virale de 118 nt qui s’intégre dans la région 5’ non traduite du geéne de
I’IL-15. Cette insertion provoque la délétion de 8 des 10 codons AUG surnuméraires, ce

qui permet 1’augmentation de la traduction protéique.

Les peptides signaux des deux isoformes de 1'[L-15, LSP-IL-15 et SSP-IL-15,
contribueraient a l'inefficacité de la traduction. Le peptide signal long posseéde un codon
AUG localisé dans une région présentant peu d'homologie avec la séquence Kozak (Onu et
al. 1997; Tagaya et al. 1997). La LSP-IL15 est ainsi moins bien traduite que la forme SSP-
IL-15. De plus, le remplacement des peptides signaux endogeénes de 1’IL-15 par celui de

I’IL-2 résulte en I’augmentation critique d’IL-15

La combinaison des deux modifications de ’ARNm de I’IL-15, en addition avec la
suppression des AUG dans la région 5’ non traduite, entraine une synthése d’IL-15 accrue

de 250 fois par rapport a la construction sauvage avec une région 5’ non traduite intacte.

3. Régulation post-traductionnelle de ’expression de
PIL-15.

La suppression des régulations traductionnelles des ARNm de 1'I[L-15 entraine une
augmentation de la production de la cytokine. Néanmoins, la traduction et la sécrétion de
I'IL-15 restent faibles par rapport aux autres cytokines (Bamford et al. 1998). La

production d'IL-15 subit une régulation également au stade post-traductionnel.

Les peptides signaux de 1'L-15 contribuent a l'inefficacité de la sécrétion de la
cytokine. La substitution des séquences codantes des peptides signaux de 1'IL-15 par ceux
de I'IL-2, du CD33, ou de la chaine IgVk augmente non seulement la traduction mais
également la sécrétion de 1'L-15 (Meazza et al. 1997; Onu et al. 1997; Bamford et al.
1998). Inversement, le remplacement du peptide signal de I'IL-2 par le peptide signal long
de IIL-15 diminue fortement la sécrétion de 1'lL-2 (Bamford et al. 1998). La nature du
peptide signal de 1'IL-15 détermine également le trafic intracellulaire de la protéine mature
(Meazza et al. 1997; Onu et al. 1997; Tagaya et al. 1997; Gaggero et al. 1999). L'IL-15

issue de I'ARNm SSP-IL-15 est détectée uniquement au niveau du cytoplasme et du noyau
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mais n'est pas sécrétée. Cette forme d'IL-15 régule négativement la production de la
cytokine et tend a diminuer les défenses immunitaires in vivo. Elle a été détectée dans le
coeur le thymus, 1'appendice, les testicules et les lymphoblastes humains (Nishimura et al.
2000). L'ARNm LSP-IL-15 est plus faiblement traduit. Le précurseur protéique est dirigé
vers la voie sécrétoire en passant par le réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi. On
retrouve les transcrits LSP-IL-15 dans le muscle squelettique, le placenta, le coeur, le
poumon, le foie, le thymus et les reins (Grabstein et al. 1994). Cette forme sécrétée est
impliquée in vivo dans la défense immunitaire contre les infections microbiennes
(Nishimura et al. 2000). Le trafic intracellulaire du transcrit LSP-IL-15 est complexe, et la
sécrétion de la cytokine reste faible. En effet, les précurseurs protéiques LSP-IL-15
peuvent étre dirigés dans trois voies de routage différents (Kurys et al. 2000). Une partie
des LSP-IL-15 n'est pas glycosylée, reste dans le cytoplasme et est dégradée par les
protéasomes. Une autre partie est N-glycosylée mais le peptide signal subirait un clivage
partiel. Elles pourraient, ainsi, étre stockées ou bien dégradées avant d'étre sécrétées. Une
troisieme partie des précurseurs protéiques suivrait la voie classique de sécrétion. Ces
précurseurs seraient N-glycosylés et subiraient un clivage complet du peptide signal et
enfin seraient sécrétés.

La partie carboxy-terminale de 1'IL-15 mature régulerait négativement la sécrétion
de la cytokine, en agissant comme un signal de rétention. En effet I'ajout d'une séquence
protéique en COOH de 1'[L-15, comme le marqueur fluorescent GFP (Gaggero et al. 1999)
ou un marqueur antigénique "flag" (Bamford et al. 1998) augmente la sécrétion d'I1L-15.

Le niveau élevé de régulation de 1’expression de I’IL-15 participe a la difficulté de
détection de I’IL-15 dans les surnageants de culture et liquides biologiques. Des molécules
solubles, telles que des formes solubles de récepteur, pourraient également fixer I'IL-15 et
la rendre indétectable par les dosages (type ELISA) actuellement utilisés. Une partie de ce

travail a permis d'évaluer cette hypothése.

II. Les Récepteurs de I'IL-15.

Les cytokines, comme I’IL-15, manifestent une importante pléiotropie et une forte
redondance contrdlant un large champ de fonctions dans diverses cellules. La redondance

est expliquée en partie par le partage de chalnes réceptrices parmi les membres d'une
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méme famille de cytokine. Chaque cytokine posséde sa propre chaine réceptrice, mais
partage une voire plusieurs chaines communes a d'autres cytokines. Les similitudes
fonctionnelles entre 1'IL-2 et I'IL-15 laissaient suggérer des €léments communs au niveau
de leur récepteur. En effet, il a été mis en évidence une participation des chaines [ et y. du
récepteur de 1'L-2 dans la structure et la fonction du récepteur de 1'lL-15 (Bamford et al.
1994; Giri et al. 1994; Grabstein et al. 1994). L'association de ces deux chaines constitue
un récepteur fonctionnel d'affinité intermédiaire pour I'L-2 (Kd = 10nM) et pour 1'L-15
(Kd = 4nM) (Balasubramanian et al. 1995; de Jong et al. 1996). Des travaux ultérieurs ont
montré que I'IL-15 était capable de se lier avec une haute affinité sur des cellules d'une
lignée lymphocytaire B, n'exprimant pas la chaine y.. Nonobstant le fait que 1'lL-2 et I'[L-
15 partagent des chaines réceptrices communes, ces deux cytokines présentent des activités
biologiques différentes (Bulfone-Paus et al. 1997). Fort de ces observations, l'existence
d'une sous-unité réceptrice spécifique a 1'lL-15, lui conférant une fonction propre, a été
suspectée. Ainsi, des travaux ont permis d'identifier la chaine IL-15Ra, spécifique et

capable de lier I'L-15 avec une forte affinité (Anderson et al. 1995; Giri et al. 1995).

A. Le récepteur de I'L-15 commun au récepteur de
I'[L-2.
1. La chaine vy, réceptrice (CD132).

La chaine y. est partagée par de nombreux récepteurs de cytokines (IL-2, IL-4, IL-
7, IL-9, IL-13, IL-15 et IL-21) (Figure 4A). C’est une glycoprotéine membranaire de type
I de 64 kDa. Elle est codée par un geéne situé sur le chromosome X en position q13.1
(Takeshita et al. 1992), constitué de 8 exons et 7 introns (Noguchi et al. 1993). C’est une
molécule qui totalise 369 aa, la protéine mature comporte 347 aa et le peptide signal 22 aa
La partie extracellulaire de la chaine est composée de 233 aa et présente un module CRH
(Figure 4B). Dans ce domaine, on retrouve 6 sites potentiels de glycosylation. Le domaine
transmembranaire de la molécule comporte 21 aa. Aucune séquence consensus permettant
d’exprimer une activité tyrosine kinase n’a été identifiée dans la partie intracytoplasmique
de 86 aa. Cependant, une séquence de type SH2 a été identifiée. Elle permet a la chaine y,
de se lier, par I’intermédiaire de phosphotyrosines, a des protéines de signalisation et ainsi

d’induire la transduction du signal. La chaine 7y, seule est inapte a transmettre le signal, il
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est nécessaire qu‘elle soit associée a une autre chaine, la chaine . En effet, la
cotransfection des chaines f3 et y. dans des cellules COS est indispensable pour la fixation
de I’'IL-15. La chaine y, est d’autant plus importante qu’elle est partagée par de nombreux
récepteurs de cytokines et qu’un défaut d’expression provoque une immunodéficience

combinée sévere ou X-SCID (« human X-linked Severe Combined ImmunoDeficiency »)

(Noguchi et al. 1993).

Des travaux sur la chaine y. ont permis d'identifier différentes caractéristiques de
cette chaine. Des études ont montré que les lymphocytes T CD4 présentent un pool
important de chaines y. intracellulaires mais sa translocation a la membrane plasmique ne
se fait qu’apres 1’activation cellulaire et induction des génes IL-2Ra et IL-2R3 (Bani et al.
1997). 11 a également été identifié une isoforme de la chaine y, p64, la p74. L’isoforme p74
de la chaine y. semble remplacer la p64 dans la lignée TF-1B32 (TF-1 transfectées pour
exprimer IL-2Rp et cultivées en IL-2) (Monson et al. 2001). Deux transcrits de la chaine y,
ont ¢été caractérisés par la présence (y.-long) ou I’absence du site SH2 (y.-short) en C
terminal de la protéine (Shi et al. 1997), dans les lymphocytes périphériques humains. Ces
deux formes suggerent une activation différentielle de voies de signalisation et pourrait
jouer un rdle important dans la réponse cellulaire aux différentes cytokines y, dépendantes.
Une forme soluble de la chaine y. murine, qui résulte d’un clivage protéolytique de la
forme membranaire, a été découverte dans les surnageants de culture de cellules T, B, NK
et macrophages aprés activation (Meissner et al. 2001). La y. soluble posséde comme
propriété physiologique d’inhiber la prolifération des cellules dépendantes de cytokines 7,
dépendantes. Elle jouerait donc un role de régulation négative des cytokines exprimant la
Y. membranaire en entrant en compétition avec cette derniére.

La chaine y. peut également entrer dans la composition d'un récepteur fonctionnel
pour le GM-CSF (Giron-Michel et al. 2003). En effet, le GM-CSF inhibe la liaison de 1'[L-
2 sur le récepteur fonctionnel de I'L-2 (Kanakura et al. 1993), dans la lignée
promégacaryocytaire MO7e. De plus, un nouveau récepteur hybride, constitué de la chaine
Bc du GM-CSF et de la chaine y., a ét¢ mis en évidence dans les précurseurs
hématopoiétiques CD34" humains. Dans les précurseurs hématopoiétiques CD34" et les
TF-1B (TF-1 transfectées pour exprimer IL-2RB et cultivées en GM-CSF), Ia
phosphorylation de STATS, induite par le GM-CSF, est partiellement inhibée par
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l'utilisation simultanée d'anticorps anti-y, et anti-IL-2Rp. De plus, la localisation induite
par GM-CSF de STATS5 dans le noyau est fortement inhibée par le mélange des deux
anticorps. Dans ces conditions, y. contribuerait principalement a la translocation de
STATS. Le partage de la chaine transductrice vy, par I'IL-15 et le GM-CSF participerait au
développement hématopoiétique vers la voie myéloide en bloquant l'engagement vers la

voie lymphoide (Giron-Michel et al. 2003).

2. La chaine IL-2/15Rf3 (CD122).

La chaine réceptrice B est une glycoprotéine de 70-75 kDa (Tsudo et al. 1986;
Dukovich et al. 1987). Son géne est localisé sur le chromosome 22 humain en position
ql1-12 et est organisé en 10 exons et 9 introns. Le précurseur protéique de 551 aa présente
un peptide signal de 26 aa. La protéine mature de 525 aa est constituée, principalement, par
un domaine CRH et présente 4 sites potentiels de N-glycosylation. Le domaine
transmembranaire est composé de 25 aa. Le domaine intracellulaire de 286 aa est formé
par une longue chaine polypeptidique. Il est caractérisé par la présence de trois régions
particuliéres riches en sérines, en acides aminés acides et en prolines, indispensables a la
transduction du signal. La partie intracellulaire de la chaine B est dépourvue de séquence
consensus caractéristique des tyrosines kinase et contient 6 tyrosines (Figure 4B).

L'existence d'une forme soluble de la chaine IL-2Rf (p75) produite de maniére
endogéne, 20 a 25 kDa plus petite que la forme totale, a également été mise en évidence
(Honda et al. 1990). La génération du sIL-2R est dépendante de I'activation cellulaire et

est médiée par clivage protéolytique de la forme membranaire.
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Figure 4 : Récepteurs Fonctionnels des Cytokines Hématopoiétiques et Transprésentation.
A. Récepteurs Fonctionnels des Cytokines Hématopoiétiques. B. Les Chaines Réceptrices de I'lL-
15. C. Présentation de I'lL-15 « Classique » et Transprésentation.
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B. La chaine privée du récepteur de 1'IL-15 : I'IL-
15Ro.

La chaine IL-15Ra a été identifiée grace aux observations faites montrant que 1'IL-
15 se fixe, avec une forte affinité, sur une lignée lymphocytaire B n'exprimant pas la

chaine vy, sans engendrer d'internalisation (Giri et al. 1994; Kumaki et al. 1995).
1. Identification et clonage de la chaine IL-15Ra.

La chaine IL-15Ra a été clonée préalablement chez la souris (Giri et al. 1995), en
¢tudiant la fixation de I’IL-15 radiomaqué sur des cellules COS-7 transfectées par une
banque d’ADN complémentaires (ADNc) issue du clone T murin D10, retenu pour sa
réponse a I’IL-15. L’ADNc murin isolé a ensuite servi de sonde afin de cloner la chaine
IL-15Ro humaine (Anderson et al. 1995). Deux banques d’ADNc de deux lignées
humaines présentant un nombre important de sites de fixation de haute affinité¢ pour I’'IL-
15 : les lignées WI-26VA4 (lignée épithéliale pulmonaire transformée par le virus SV40)
et A172 (glioblastome) ont, ainsi, été criblées et permis 1’identification de la chaine IL-

15Ra humaine.

2. Caractéristiques du gene et des messagers de 1'IL-
15Ro.

Le geéne de I'IL-15Ra est situé sur le chromosome 10 humain en position q14-15
(Anderson et al. 1995) (chromosome 2 chez la souris). Le géne est organisé en 7 exons et 6
introns. Les localisations chromosomiques des génes humains de I'IL-15Ra et IL-2Ra sont
proches et suggerent une origine commune. Différents messagers de I’IL-15Ra ont été mis
en évidence. Ainsi, plusieurs isoformes ont ét¢ identifiées issues d’épissages alternatifs du
gene codant pour la chaine o du récepteur de I’IL-15. Un épissage alternatif au niveau de
l'exon 7 du gene entraine l'insertion d'une région génique en amont de 1'exon 7 des ARNm.
La forme longue de 1'exon 7 obtenue est appelée exon 7'. Les différents transcrits sont issus

de la combinaison de différentes délétions (A) des exons ainsi que de 1’expression
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différentielle de I’exon 7 ou 7°. Lors du clonage de la chaine humaine, trois isoformes
isoformes de messagers ont été découverts: IL-15Ra(7), IL-15Ra(7"), IL-15RaA3(7)
(Anderson et al. 1995). Depuis, différentes isoformes supplémentaires ont été détectées
dans divers tissus et lignées cellulaires: IL-15RaA3(7"), IL-15RaA2(7), IL-15RaA2(7"),
IL-15RaA2/3(7) et IL-15RaA2/3(7") (Dubois et al. 1999). Les derniéres isoformes ont été
mise en évidence dans des mastocytes murins: IL-15RaA4(7), IL-15RaA3/4(7) et IL-
15RaA3/4/5(7) (Bulanova et al. 2003). Les exons 2 a 5 codent pour le domaine
extracellulaire, le 6 pour la partie transmembranaire, et les exons 7 ou 7' pour la partie
intracytoplasmique. Ainsi, ces différentes isoformes de messagers codent pour des chaines

IL-15Ra différentes (Figure 5).

3. Caractéristiques protéiques de I'IL-15Ra.

Le précurseur protéique de la forme totale de I'lL-15Ra., codé par les exons de 1 a
7, est constitué de 267 aa et le peptide signal comprend 32 aa. C'est une protéine
membranaire de 55- 60 kDa. Elle posséde des homologies structurales avec la chaine o du
récepteur de I'[L-2.

Le domaine extracellulaire de 173 aa possede un motif caractéristique commun
avec le récepteur de I’'IL-2, impliqué dans les liaisons de protéines. Ce domaine porte le
nom de domaine Sushi, encore appelé¢ Src ("Short consensus repeat") ou GP-1
(glycoprotéine-1) (Giri et al. 1995). Le domaine Sushi a initialement ét¢ mis en évidence
au niveau de protéines du complément (Cls, Clr, facteurs B et H) ou de facteurs de
coagulation (facteur XIII et C4BP) (Davie et al. 1986; Perkins et al. 1988). C'est un
domaine codé par I’exon 2 situé en N-terminal de la partie extracellulaire (aa 1 a 64). Il
forme une structure globulaire formée par deux ponts disulfures intracaténaires imbriqués
C3-C45 / C29-C63 et ne porte pas de glycosylation. Le domaine sushi dans sa forme
soluble est capable de fixer 1'lL-15 (Wei et al. 2001), par contre, les isoformes de I'IL-
15Ra dépourvus de ce domaine sushi sont incapables de lier 1'lL-15 (Dubois et al. 1999).
Les autres isoformes fixent 1'lL-15 avec des affinités équivalentes, qu'elles expriment ou
non les domaines 3, 4 ou 5 (Dubois et al. 1999; Bulanova et al. 2003). L’IL-15Ra présente
un seul domaine sushi alors que I’IL-2Ra en présente deux. Ces deux chaines forment une

nouvelle famille de chaine réceptrice grace a leur domaine sushi.
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La partie extracellulaire de la chaine présente un seul site de N-glycosylation
(Anderson et al. 1995). Mais la différence de masse moléculaire entre celle estimée par
pontage covalent de I’'IL-15 radiomarquée (55-60 kDa) et la masse théorique (35 kDa)
laisse présager de I’exitence de site de O-glycosylations par I’intermédaire de résidus
sérines et thréonines (Giri et al. 1995). Dans le cas de la chaine IL-15Ra humaine, les N-
glycosylations augmentent de 3 kDa la masse moléculaire, et les O-glycosylations de 20
kDa (Dubois et al. 1999). Le domaine codé par l'exon 2 ne contient pas de site de
glycosylation. Pour la chaine IL-15Ro murine, les O-glycosylations seraient toutes
localisées dans le domaine 4 (Bulanova et al. 2003).

Le domaine transmembranaire de la chaine a est constitué¢ de 21 aa. La partie
intracellulaire comporte, soit 41 aa si la région est codée par I'exon 7, soit 26 aa si l'exon 7'
est impliqué. Ce domaine ne semble pas étre impliqué dans la transduction du signal de
prolifération cellulaire induite par I’IL-15 (Anderson et al. 1995) (Figure 4B).

Une forme soluble de I'IL-15Ra issu d’un clivage protéolytique dépendant de
TACE a partir de la forme membranaire a été mise en évidence récemment chez la souris
(Budagian et al. 2004). Parallélement, une partiec de mon travail de thése a permis de
mettre en évidence une forme soluble de I'IL-15Ra [1C1C1CITTI1], également issue d'une

coupure protéolytique (Mortier et al. 2004).
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4. Sites d'expression de I'IL-15Ra.

Les ARNm codant pour la chaine IL-15Ra ont été mis en évidence dans un grand
nombre de tissus et de lignées cellulaires. Ils ont ét¢ détectés dans le foie, le coeur, la rate,
l'ovaire, l'intestin gréle, le colon et, également dans différents tissus foetaux comme
1'épithélium pigmentaire rétinien, la microglie, le cortex cérébral, le cervelet, I'hippocampe
et le thalamus (Kumaki et al. 1996; Hanisch et al. 1997; Kurowska et al. 2002). Les
transcrits de 1'[L-15Ro ont été détectés aussi dans les fibroblastes dermiques, les
lymphocytes T et les monocytes du sang périphérique (Anderson et al. 1995), les cellules
endothéliales vasculaires (Angiolillo et al. 1997), les cellules NK (Carson et al. 1997), les
neutrophiles (McDonald et al. 1998) et les cellules dendritiques spléniques (Mattei et al.
2001). Les ARNm de I'I[L-15Ra présentent une large distribution tissulaire et cellulaire, ce

qui témoigne d'un spectre d'action trés large.

5. Régulation de l'expression de 1'IL-15Ra..

L'expression des ARNm de I'lL-15Ra est faible dans les lymphocytes T au repos
mais est augmentée apres stimulation par 1'lL-2, un anticorps anti-CD3, ou le PMA. L'TFNy
augmente le taux d'ARNm de I'[L-15Ra dans les macrophages (Giri et al. 1995). Les
cellules dendritiques voient leur taux d'ARNm augmenté suite a une activation par les
IFNap ou le LPS (Mattei et al. 2001). Le dexaméthasone, quant a lui, diminue 1'expression
des transcrits de 11L-15Ra. L'IL-15 induit une diminution rapide de I'expression
membranaire de la chaine IL-15Ra dans les lymphocytes T et B activés (Kumaki et al.
1996). De plus, l'activité transcriptionnelle du géne de 1'lL-15Ra pourrait étre controlée par
NF-kB et IRF-4 (Mariner et al. 2001; Mariner et al. 2002).

Toutes les isoformes décrites peuvent s'exprimer a la membrane des cellules
(Anderson et al. 1995; Dubois et al. 1999; Bulanova et al. 2003) (Figure 5). Les isoformes
dépourvues du domaine sushi sembleraient, quant a elles, fortement étre localisées au
niveau perinucléaire (Dubois et al. 1999; Bulanova et al. 2003). Une expression
intranucléaire de I'lL-15Ro a ¢ét¢ mise en évidence dans des lignées de mélanomes

humains (Pereno et al. 2000). La translocation intranucléaire de 1'lL-15Ra pourrait
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s'expliquer par la présence d'une séquence NLS potentielle et conservée dans les domaines

sushi humain et murin (Dubois et al. 1999).
6. La chaine réceptrice IL-15RX des mastocytes.

Cette chaine a ¢été mise en évidence dans des lignées mastocytaires murines
proliférant en réponse a IL-15 mais pas a I'[L-2. Ces cellules n'expriment pas la chaine IL-
2Rp et la surexpression de la chaine Y. n'intervient pas dans la prolifération induite par I'IL-
15. L'IL-15 se fixe sur une protéine de 60-65 kDa a la surface des cellules, protéine dont la

nature reste inconnue, nommée IL-15RX (Tagaya et al. 1996).

C. La transduction du signal IL-15.

1. Signalisation par le récepteur dimérique IL-2RB/y,
et le récepteur trimérique IL-15Ro/ IL-2RB/y..

Différentes expériences de transfection des chaines IL-2RP et y. dans diverses
cellules ont permis de définir le complexe IL-2RB/y. comme récepteur fonctionnel de 1'IL-
15 (Giri et al. 1994). Ce récepteur IL-2RB/y., est capable de répondre a des concentrations
en IL-15 de l'ordre du nanomolaire (Balasubramanian et al. 1995; de Jong et al. 1996). La
chaine spécifique IL-15Ra peut s'associer avec les chaines IL-2Rf et y. pour former un
complexe trimérique de haute affinité pour I'IL-15 (50 pM) (de Jong et al. 1996). Les
signaux prolifératifs induits par ces deux complexes sont identiques et mettent en jeu

principalement les JAKSs, les STATSs, les MAPKs et la PI3-K (Figure 6).

a) Les kinases JAK1 et JAK3.

Ces JAK sont respectivement couplées aux chaines IL-2Rp et y. dans les
lymphocytes T (Johnston et al. 1994; Johnston et al. 1995), mais JAK3 peut aussi se lier a
IL-2RP (Russell et al. 1994; Zhu et al. 1998). Apres leur activation, JAK1 et JAK3
induisent la phosphorylation des tyrosines de IL-2Rf. Ces JAK sont importantes pour la
prolifération et la différenciation des lymphocytes (Cao et al. 1995; Nosaka et al. 1995;
Thomis et al. 1995; Rodig et al. 1998).
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b) Les facteurs STAT3 et STATS.

STAT3 et STATS se fixent sur les phosphotyrosines (Y392 et Y510) de la chaine
IL-2Rp. Cela engendre la phosphorylation et la translocation nucléaire de STATS dans les
lymphocytes T au repos, ou de STAT3 et STATS dans les lymphocytes T activés (Johnston
et al. 1995; Lin et al. 1995). STAT3 serait impliqué dans le cycle cellulaire et dans la
régulation de l'apoptose (Takeda et al. 1998; Catlett-Falcone et al. 1999). STATS n'aurait
pas d'influence sur le cycle cellulaire mais semble nécessaire a la protection anti-
apoptotique (Zamorano et al. 1998). STATS5 est plus (Goldsmith et al. 1995) ou moins

(Fujii et al. 1995) impliqué dans la prolifération cellulaire suivant le modéle étudié.

¢) Les MAPKs ERK1, JNK et p38 MAPK.

Cette activation met en jeu JAK1 qui phosphoryle Y338 de I'lL-2Rp (Friedmann et
al. 1996). Cela permet le recrutement et la phosphorylation de la protéine adaptatrice shc.
La shc phosphorylée s'associe a Grb-2 et Sos, et active les MAPKs (Ravichandran and
Burakoff 1994).

La Y338 de I'lL-2R permet aussi le recrutement et la phosphorylation de Gab2 par
JAK3 (Gadina et al. 2000). La protéine Gab2 activée asoociée a SHP2 et a la PI3-K
pourrait former un complexe avec Shc/Grb-2/Sos et activer les MAPKs (Gadina et al.
1999).

JAK3 activerait Pyk2 ("Proline-rich tyrosine kinase 2") (Miyazaki et al. 1998),
indépendamment des STAT. Cela induirait 1'activation de ERK1-2 (Dikic et al. 1996) et
JNK (Tokiwa et al. 1996).

d) La PI3-K.

Le recrutement et la phosphorylation de la PI3-K mettent en jeu I'1L-2Rf
(Kanazawa et al. 1994), JAK1 (Migone et al. 1998), et les kinases Lck (Taichman et al.
1993) et Fyn (Karnitz et al. 1994). La PI3-K induit la prolifération cellulaire (Karnitz et al.
1995), active la biosynthése protéique (Reif et al. 1997), et active la kinase anti-apoptique
Akt (Ahmed et al. 1997).

_4) .



Introduction

2. Signalisation par I'IL-15Ra.

La chaine IL-15Ra a longtemps été décrite comme étant dépourvue d'activité
transductrice (Giri et al. 1995). Depuis, des études plus récentes ont montré que cette
chaine pouvait avoir une activité anti-apoptotique, en activant TRAF2 ("TNF-R Associated
Factor 2") ou Syk ("Spleen tyrosine kinase").

Dans la lignée fibroblastique murine L.929, n'exprimant que la chaine IL-15Ra sans
les chaines de transduction du signal IL-2R[ et y., la fixation de 1'IL-15 sur sa chaine
spécifique entraine le recrutement de TRAF2 (Bulfone-Pau et al. 1999). En effet, la partie
intracytoplasmique de 1'lL-15Ra., présente des homologies de séquence avec les motifs de
fixation de TRAF2 retrouvées également pour CD40 et CD30. Ainsi captée, TRAF2 ne
peut plus se fixer a TNF-R1 et s'associer a ses partenaires pour former le complexe de mort
TRAF2/FADD/TRADD/RIP. En présence d'IL-15, le TNF-R1 n'active plus la voie pro-
apoptotique des caspases, mais le complexe IL-15/ IL-15Ra/TRAF2 active plutdt la voie
anti-apoptotique NIK/IKK/NF-kB. L'IL-15 protege donc de 1'apoptose induite par le TNFa
et active la voie NF-kB. L'activation de NF-xB par 1'I[L-15 a aussi ¢ét¢ mise en évidence
dans les neutrophiles (McDonald et al. 1998), les précurseurs hématopoiétiques CD34"
humains, dans des lignées leucémiques (Giron-Michel et al. 2003) et de mélanomes
(Pereno et al. 2000) (Figure 6).

Le recrutement de Syk par la chaine IL-15Ra se fait en réponse a 1'lL-15 dans les
lignées humaines lymphocytaires B (Bulanova et al. 2001). La kinase Syk activée
phosphoryle I'lL-15Ra et la Phospholipase Cy (PLCy). Dans ces lignées lymphocytaires B,
la chaine IL-15Ra isolée en réponse a I'[L-15, entraine une réponse cellulaire et une

protection contre l'apoptose induite par le C2-céramide (Figure 6).
3. Signalisation dans les mastocytes.

Les mastocytes proliferent en réponse a 1'IL-15 par l'intermédiaire de la chaine IL-

I15RX en l'absence de 1'L-2RP et indépendamment de y. (Tagaya et al. 1996). La

signalisation par la chaine IL-15RX passe par JAK2/STATS5 (Tagaya et al. 1996) et
Tyk2/STAT6 (Masuda et al. 2000). Le facteur STAT6, en réponse a I'l[L-15, est essentiel
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aux mastocytes pour la production d'IL-4. De plus, il protége ces cellules contre I'apoptose
en augmentant les ARNm de la protéine anti-apoptotique Bel-x;. (Masuda et al. 2000).
Différentes isoformes de I'IL-15Ra ont été mise en évidence dans les mastocytes:
IL-15RaA4(7), IL-15RaA3/4(7) et IL-15RaA3/4/5(7). Suite a la liaison de 1'1L-15,
l'isoforme recrute et phosphoryle la tyrosine kinase Syk et induit la phosphorylation de
JAK2 et STATS. L'isoforme IL-15RaA3/4(7) induit en plus la phosphorylation de STATS3,

alors que les deux autres isoformes recrutent STAT6 (Bulanova et al. 2003) (Figure 6).

4. Signalisation par le récepteur hybride IL-15Ro/IL-
2RB/Bc des cellules TF-1p.

Une étude a montré que la chaine [ remplace la chaine transductrice y. pour former
un nouveau complexe récepteur hybride IL-15Ro/IL-2RB/B. fonctionnel pour 1'lL-15. La
chaine B permettrait d'abolir les signaux spécifiques de la chaine y. en réponse a 1'IL-15,
en particulier la voie JAK3/STATS. Le partage des chaines [ et y. par I'lIL-15 et GM-CSF
bloquerait I'engagement vers la voie lymphoide en favorisant la voie myéloide lors de

I'hématopoicse (Giron-Michel et al. 2003) (Figure 6).

5. Signalisation par le récepteur IL-15Ra des cellules
TF-1 et TF-1p.

Dans la lignée erythroleucémique TF-1 et les cellules TF-1pB, la chaine y. est
colocalisée avec IIL-15Ra. De plus, l'immunoprécipitation de TRAF2 entraine la
coprécipitation des chaines IL-15Ra et y.. La stimulation du complexe IL-15Ra/y/TRAF2
par 1'[L-15 active NF-KB. La stimulation par I'IL-15 en présence d'un anticorps anti-f3., du
complexe IL-15Ra/y//TRAF2 provoque la phosphorylation d'une protéine de 90 kDa
précipitable par un anticorps anti-JAK3 (Giron-Michel et al. 2003) (Figure 6).
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Figure 6 : Récepteurs Fonctionnels de I'lL-15.
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IIl. Les Fonctions Biologiques de I'IL-15.

Les redondances fonctionnelles entre I'IL-15 et 1'[L-2 s'expliquent par 1'utilisation
de chaines transductrices communes. Cependant, 1'IL-15 et sa chaine réceptrice spécifique
IL-15Ra se retrouvent exprimées dans de nombreux types tissulaires et cellulaires, alors
que l'expression de I'lL-2 est restreinte aux lymphocytes T activés. L'IL-15 exerce, ainsi,

des activités biologiques variées.

A. Les fonctions biologiques de I'ILL.-15 dans le
systéme immunitaire.

1. Les monocytes, macrophages et cellules
dendritiques.

Les monocytes constituent une des principales sources d'IL-15 de l'organisme
(Grabstein et al. 1994). Les monocytes expriment a leur surface le récepteur de haute
affinité IL-15Ra (Anderson et al. 1995), IL-2Rf3 (Espinoza-Delgado et al. 1990) et vy
(Bosco et al. 1994). Les monocytes sécrétent de 1'L-15 en réponse a une activation
(Doherty et al. 1996). Les monocytes produisent I'IL-8 et du MCP-1 en réponse a I'lL-15
(Badolato et al. 1997). L'IL-8 exerce un effet chimioattractant sur les neutrophiles et le
MCP-1 attire les monocytes. L'activation des monocytes par une boucle autocrine d'IL-15
favorise 1'expression de CD40 membranaire (Avice et al. 1998). Le CD40 des monocytes
interagit alors avec le CD40L des lymphocytes, ce qui active les monocytes a sécréter de
I'TL-12. L'IL-12 est impliquée dans la protection contre les infections et dans la réponse
inflammatoire. De plus, I'I[L-15 et I'lL-15Ra sont impliqués dans la différenciation des
monocytes en cellules dendritiques en combinaison avec le GM-CSF (Mohamadzadeh et
al. 2001; Saikh et al. 2001).

Les macrophages sécrétent I'IL-15 et expriment les trois chaines réceptrices de 1'IL-
15. La réponse de ces cellules apparait dépendre de la concentration d'IL-15 utilisée. En
effet de faibles doses d'IL-15 (107 4 107" M) inhibent la production du TNFa, de I'L-1 et
de 1'IL-6. Au contraire, des doses plus fortes d'IL-15 augmentent la production de ces

cytokines (Alleva et al. 1997). L'IL-15 induit également l'expression de la chaine IL-
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12RB1 augmentant le nombre de sites pour I'IlL-12 (Wu et al. 1997). L'IL-15 et I'lL-15Ra
sont essentiels a la production d'TFNy médié par 1'lL-12 (Ohteki et al. 2001).

Les cellules dendritiques expriment les transcrits de I'IL-15 (Jonuleit et al. 1997) et
de I'L-15Ra (Mattei et al. 2001). La sécrétion d'IL-15 est activée par l'activité
phagocytaire de ces cellules (Jonuleit et al. 1997), par le CD40L (Kuniyoshi et al. 1999), le
LPS et les IFNaf3 (Mattei et al. 2001). La transcription du géne de I'L-15Ra est
augmentée par le LPS et les IFNaf3 (Mattei et al. 2001). La sécrétion d'IFNy par les
cellules dendritiques est activée par une boucle d'IL-15. L'IL-15 retarde, aussi, 1'apoptose
en augmentant l'expression de Bcl-xi, en bloquant I'inhibition de Bcl-2 et en augmentant
lI'expression de I'IL-15Ra (Pirtskhalaishvili et al. 2000). Enfin, 1'L-15 produite par les
cellules dendritiques exerce un pouvoir chimioattractant (Jonuleit et al. 1997) et un effet

activateur sur les lymphocytes T (Mattei et al. 2001).

2. Les lymphocytes T.
a) Les lymphocytes T a TCRaf.

(1) L'homéostasie des lymphocytes T.

L'importance du systéme IL-15 dans ['établissement de lymphocytes T CD8
mémoires dans la rate, les ganglions lymphatiques (Kennedy et al. 2000), le thymus et la
périphérie (Lodolce et al. 1998), a été démontrée suite a des expériences d'inactivation
génique de IN1L-15 ou de ITL-15Ra. L'IL-15 ne semble pas intervenir dans le

développement mais plutdt dans la prolifération et la survie des lymphocytes.

(2) La prolifération de lymphocytes T.

L'TL-15 induit la prolifération de différents lymphocytes T: mémoires
CD45RO'CD4", CD45RO'CD8"et CD44"¢"CD8" et naifs CD45RO'CD8" mais pas des
CD45RO'CD4" (Kanegane and Tosato 1996). La prolifération in vivo des cellules
CD44"$"CD8" mettrait en jeu la stimulation trans-cellulaire de I'L-15 sur sa chaine IL-
15Ra (Burkett et al. 2003). Enfin, 1'l[L-15 permettrait d'augmenter la capacité proliférative
des lymphocytes T régulateurs/suppresseurs CD4'CD25"€" de type Trl (Roncarolo et al.
2001; Bacchetta et al. 2002).
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(3) La survie des lymphocytes T.
L'TL-15 protége les lymphocytes T activés de l'apoptose induite par un anticorps
anti-Fas (Bulfone-Paus et al. 1997). Au contraire, 1'lL-2 provoque une réponse AICD
("Activation-Induced Cell Death") sur les lymphocytes T en prolifération en diminuant

l'expression de Bcl-2 par régulation négative de la chaine y. (Li et al. 2001).

(4) La migration des lymphocytes T.

L'IL-15 exerce un effet chimioattractant sur les lymphocytes T activés ou au repos
(Wilkinson and Liew 1995). L'IL-15 entraine la formation d'uropodes sur les lymphocytes
T qui vont interagir avec ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, CD43 et CD44 (Nieto et al. 1996).
Ce processus met en jeu l'intégrine LFA-1 (Oppenheimer-Marks et al. 1998; Sancho et al.
1999) présent sur les lymphocytes T et la molécule d'adhésion ICAM-1 des cellules
endothéliales (Sancho et al. 1999). Cependant, ce phénomeéne apparait plus complexe. En
effet, l'inactivation du géne de 11L-15Ra provoque l'expression membranaire des

molécules LFA-1 et CD44 (Lodolce et al. 1998).

(5) L'activation des lymphocytes T.

Au repos les lymphocytes T ne répondent pas a I'lL-15 mais 1'activation par le TCR
entraine l'expression membranaire de 1'IL-15Ra. L'IL-15 permet l'expression de divers
marqueurs a la surface des lymphocytes T: IL-2Ra (CD25) (Kumaki et al. 1996), Fas
(CD95), CD30, TNF-R2, CD40L (CD154), CD69 (Kanegane and Tosato 1996) et
CD94/NKG2-A (Mingari et al. 1998). L'IL-15 induirait l'initiation de la prolifération
dépendante de I'IL-2 en augmentant l'expression de la chaine IL-2Ra., favorisant ainsi, le
développement de la réponse immunitaire des lymphocytes T activées par le TCR (Lodolce
et al. 1998). Enfin, I'lL-15 diminue l'expression du CD27 (Bulfone-Paus et al. 1997), et de

sa chaine IL-15Ra (Kumaki et al. 1996) a la surface de ces cellules.

(6) La sécrétion de cytokines par les lymphocytes T.
L'IL-15 induit principalement la sécrétion d'IFNy et d'IL-4 par les lymphocytes T
CD4" activés (Borger et al. 1999), et d'IL-2 par les lymphocytes T activés (Bulfone-Paus et
al. 1997). L'IL-15 agit en synergie avec 1'IL-12 pour la sécrétion d'TFNy par les cellules T
CD4" non activées (Seder 1996; Avice et al. 1998). L'IL-15 entraine la sécrétion de
différentes chimiokines de type CC (MIP-1a, MIP-1B et RANTES) et la transcription de
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récepteurs de chimiokines de type CCR (CCR-1, 2, 4 et 5) par les lymphocytes T (Perera et
al. 1999). L'IL-15 semble donc impliquée plutot vers la réponse immunitaire de type Thl.
Cependant, I'IL-15 induirait également la prolifération des lymphocytes régulateurs de type
Trl. Les sécrétions d'IL-10 et de TGFP par ces cellules interviennent dans

'immunosuppression des réponses mémoires et naives de type Th1l ou Th2 (Roncarolo et

al. 2001; Bacchetta et al. 2002).

b) Les IELs.

Les IELs sont des lymphocytes intra-épithéliaux localisés au niveau de l'intestin,
impliqués dans l'immunité des muqueuses. Les IELs exprimant le TCRo3 présentent les
chaines o et p du CD8 ou un homodimére CD8awar, ou sont CD4". Les IELs TCRyS sont
tous CD8aa. Les messagers de I'L-15 sont exprimés par 1'épithélium intestinal foetal
(Murray et al. 1998) et pourraient constituer une source d'IL-15 qui est un facteur essentiel
a 1'établissement des IELs CD8a.a. (Lodolce et al. 1998; Kennedy et al. 2000).

Les IELs TCRaf CD8aa sont les seuls IELs affectés par l'inactivation du gene de
I'[L-15 (Kennedy et al. 2000). Aprés stimulation antigénique, I'lL-15 serait impliquée dans
la survie et I'expansion de ces cellules. En absence d'antigene, 1'IL-15 agit sur la survie des
IELs TCRaf (Lai et al. 1999).

L'TL-15 protege les IELs TCRyo contre I'apoptose en augmentant l'expression de
Bcl-2 (Inagaki-Ohara et al. 1997) et en stabilisant la quantité de Bcl-xp (Chu et al. 1999).
De plus I'[L-15 active la production d'TFNy par ces cellules et stimule leur cytotoxicité

(Ebert 1998).

¢) Les lymphocytes T a TCRyd.

Les DETC ("Dendritic Epidermal T Cell") sont des lymphocytes T dendritiques
épidermiques @ TCRyS. Ils assurent en partie la défense de 1'épiderme contre les infections
bactériennes, les tumeurs et les attaques auto-immunes. Ce sont des CPA qui migrent au
niveau de la peau au stade foetal. L'IL-15 a été détectée au niveau de I'épiderme foetal ou
sont présents les DETC (Lodolce et al. 1998; Kennedy et al. 2000). Des expériences ont
montré que les souris IL-2" ne présentent pas de déficit en DETC contrairement au souris

IL-2RB™ (Kanai et al. 1996) ou yc’™ (Cao et al. 1995). De plus, les DETC proliférent en
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réponse a I'IL-15 (Edelbaum et al. 1995) et cette cytokine pourrait étre impliquée dans la
survie aprés activation. Ces observations suggerent l'importance de 1'[L-15 dans le

développement et la localisation épidermique des DETC.

d) Les cellules NK-T.

Les cellules NK-T expriment simultanément le TCRof des cellules T et le
marqueur NK1.1 des cellules NK. L'IL-15 est importante pour l'expansion, la maturation
fonctionnelle et la survie des cellules NK-T, mais pas a leur développement (Kennedy et
al. 2000). De plus, I'IL-15 permet aux cellules NK-T de proliférer (Ohteki et al. 1997) et
de sécréter de I'TFNy (Ohkawa et al. 2001).

3. Les lymphocytes B.

Le développement des lymphocytes B est indépendant de 1'1L-15. Cependant, les
souris IL-15Ro” présentent un défaut de prolifération et de migration vers les ganglions
lymphatiques de la population B (Lodolce et al. 1998). En effet, 1'L-15 assure la
prolifération des lymphocytes B préactivés. De plus, I'IL-15 en synergie avec le CD40L
stimule la synthese d'IgM, IgGl et d'IgA (Armitage et al. 1995). Enfin, I'L-15 favorise
I'expression membranaire de la chaine IL-2Ra tout en diminuant celle de I'L-15Ra

(Kumaki et al. 1996).

4. Les cellules NK.

Les cellules NK sont de grands lymphocytes granuleux ou LGL ("Large Granular
Lymphocytes") qui jouent un rdle essentiel dans l'immunité innée. Les cellules NK
possédent une activité tueuse naturelle ou NK ("Natural Killing"), une fonction tueuse
activée par les lymphokines ou LAK ("Lymphokine-Activated Killing") et une cytotoxicité
dépendante des anticorps ou ADCC ("Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity"). En
effet, les NK présentent une activité cytotoxique contre les cellules tumorales, les cellules
infectées par des virus, et différents agents pathogenes. La cytotoxicité des cellules NK

ainsi que leur sécrétion cytokinique sont augmentées par 1'lL-15.
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a) Le développement des cellules NK.

Le développement des cellules NK a partir des cellules souches hématopoiétiques
nécessite entre autre I'lL-15 (Yu et al. 1998) produite par les cellules stromales (Puzanov et
al. 1996) au sein de la moelle osseuse. Les cellules stromales produisent également SCF et
Flt-3L nécessaires pour que les précurseurs hématopoiétiques CD34" s'engagent dans la
voie de différenciation NK. Les précurseurs NK CD34""CD56™ expriment & leur surface
IL-15Ra et 11-2RPB. L'IL-15 permet la différenciation en NK CD56". On distingue deux
types de cellules NK circulantes CD56, les CD56'°Y majoritairement représentées par
rapport au CD56"€". La maturation finale des cellules NK en CD56"CD16" est induite par
I'IL-21 (Parrish-Novak et al. 2000).

b) La migration de cellules NK.

L'IL-15 exerce un effet chimioattractant sur les cellules, et favorise leur adhésion
dépendante de LFA-1 ("Leucocyte Function-associated Antigen-1") a l'endothélium
vasculaire. Ce processus intervient dans le recrutement des cellules NK au niveau des

tissus infectés (Allavena et al. 1997).

¢) L'activation des cellules NK.

L'TL-15 induit I'effet cytotoxique des cellules NK vis-a-vis des cellules cibles par

les fonctions NK et ADCC (Carson et al. 1994).

d) La prolifération des cellules NK.

Les cellules NK CD56™¢" qui expriment les chaines IL-2Ra, IL-2RB et 7.
(Caligiuri et al. 1990) ainsi que les ARNm de la chaine IL-15Ra., proliférent mieux en IL-
15, que les CD56™Y qui n'expriment que les chaines IL-2RB et v, (Carson et al. 1994;
Carson et al. 1997). De plus, de faibles concentrations d'IL-15, de 1'ordre du picomolaire,

prolonge la survie des cellules NK, en maintenant 'expression de Bcl-2 (Carson et al.

1997).

e) La sécrétion de cytokines par les cellules NK.
La co-stimulation par 1'IL-15 et 1'[L-12, produits notamment par les monocytes,

induit les cellules NK a sécréter de I'IFNy et du TNFa (Carson et al. 1994; Ross and
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Caligiuri 1997; Fehniger et al. 1999). De plus, les cellules NK CD56"" en réponse a
l'action synergique de I'IL-15 et de I'[L-12, produisent plus d'IFNy (Carson et al. 1995), de
TNFa et de GM-CSF, que les CD56"" (Fehniger et al. 1999). Les cellules NK produisent
également du MIP-1a et du MIP-18 en réponse a 1'L-15. En synergie avec 1'lL-12, ces
productions sont accrues (Bluman et al. 1996; Fehniger et al. 1998; Fehniger et al. 1999).
Ces chimiokines pourraient permettre la migration des cellules NK et des lymphocytes T et

B vers le foyer inflammatoire.

5. Les éosinophiles.

L'TL-15 retarde 'apoptose par un processus mettant en jeu NF-KB et une boucle

autocrine de GM-CSF, et donc prolonge leur survie (Hoontrakoon et al. 2002).

6. Les neutrophiles.

Les neutrophiles expriment les trois chaines réceptrices de I'lL-15, IL-15Ra., IL-
2R et y.. L'[L-15 induit sur ces cellules une augmentation de 1'activité transcriptionnelle et
traductionnelle. Elle augmente I'activité phagocytaire et provoque un changement
morphologique en agissant sur le cytosquelette. De plus, la stimulation par 1'IL-15 agit sur
la sécrétion de différentes cytokines, dont I'IL-8, I'IL-1p3, I'lL-1ra (Jablonska et al. 2001) et
I'[L-7 (Ferretti et al. 2003). Enfin, 1'lL-15 retarde 1'apoptose en maintenant l'expression de
Mcl-1 ("Myeloid cell leukemia sequence 1") (Pelletier et al. 2002) et active la voie NF-KB
(Cassatella and McDonald 2000).

7. Les mastocytes.

Les mastocytes issus de la moelle osseuse proliférent en réponse a 1'L-15, par
l'intermédiaire de la chaine réceptrice IL-15RX (Tagaya et al. 1996). L'IL-15 augmente la
production d'IL-4 et pourrait diriger la réponse immunitaire vers la voie Th2 (Masuda et al.
2000). De plus, I'IL-15 protége les mastocytes contre l'apoptose en agissant sur Bel-xp

(Masuda et al. 2001).
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B. Les fonctions biologiques de 1'IL.-15 en dehors du
systéme immunitaire.

L'IL-15 agit sur différentes cellules n'appartenant pas au systéme immunitaire.
L'TL-15 semble jouer un role dans la régulation de la formation des jonctions cellulaires de
la barri¢re intestinale (Nishiyama et al. 2001). De plus les cellules épithéliales intestinales
proliférent en réponse a I'lL-15. L'IL-15 active I'angiogénése in vivo et protége les cellules
endothéliales contre 1'apoptose in vitro. L'IL-15 pourrait induire la différenciation des
cellules musculaires et réguler positivement la quantit¢ de protéines dans le muscle
squelettique (Fehniger and Caligiuri 2001). L'IL-15 pourrait également participer dans la
régulation des masses musculaire et adipeuse (Carbo et al. 2001). L'IL-15 semble aussi

maturer les ostéoclastes et jouer un role dans la résorption osseuse (Ogata et al. 1999).
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Figure 7 : Fonctions Physiologiques de I'lL-15 dans le Systéme Immunitaire (Bernard J.,
Thése, 2003).
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IV. Les fonctions de 1'IL-15 dans un contexte
pathologique.

A. Les infections virales.

1. Le Virus de I'lmmunodéficience Humaine : VIH.

Le r6le de I'IL-15 dans l'infection par le VIH est complexe car I'IL-15 exerce deux
actions paradoxales pour les patients infectés. L'IL-15 active la réplication du virus tout en
stimulant les fonctions immunitaires contre le virus (Fehniger and Caligiuri 2001;
Mastroianni et al. 2004). En effet I'lL-15 restaure la fonction cytotoxique et la sécrétion
d'IL-12 des cellules NK des patients (Chehimi et al. 1997; Lin et al. 1998). De plus, 1'[L-
15, en synergie avec I'IL-12, permet la production de différentes chimiokines (MIP-1a,
MIP-1P et RANTES) par les cellules NK et inhibe l'infection in vitro (Fehniger et al.
1998). Ces chimiokines sont, aussi, sécrétées par les lymphocytes T CDS" et bloquent le
tropisme du VIH pour les monocytes/macrophages (Cocchi et al. 1995). De plus, ces
chimiokines entrent en compétition de fixation avec la gpl120 du VIH, et diminuent
l'expression du récepteur CCR-5, impliqué dans I'entrée du virus dans les cellules (Samson
et al. 1996; Dragic et al. 1998).

La production d'IL-15 est défectueuse chez les patients infectés par le VIH. Une
forte expression d'IL-15 dans les sérums est corrélée avec une meilleure réponse a la
thérapie (Amicosante et al. 2003). Une différence significative quant a la production d'IL-
15 par les cellules mononuclées du sang en réponse a différents antigénes a été observée
entre les patients non traités et ceux ayant un traitement antirétroviral HAART (d'Ettorre et
al. 2002). Les cellules CD8" spécifiques du VIH et les cellules NK jouent un role
important dans la réponse immunitaire pendant l'infection virale (Kottilil et al. 2003). Chez
les individus infectés par le VIH, le traitement in vitro par 1'lL-15 active les fonctions des
neutrophiles (Mastroianni et al. 2000), augmente la survie et la fonction des cellules NK
(Naora and Gougeon 1999) et assure I'expansion des lymphocytes T spécifique du VIH
(Fehniger et al. 2001). L'IL-15 est important pour maintenir le pool de lymphocytes T
CD8" mémoires (Mueller et al. 2003; Mueller et al. 2003). Ces cellules sont sensibles a

I'apoptose induite par Fas (CD95). L'IL-15 augmente leur survie, par un mécanisme qui
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ferait intervenir une augmentation du taux de Bcl-2 intracellulaire (Zaunders et al. 2003).
L'TL-15 active, aussi, la survie a long terme et les fonctions effectrices des cellules T CD8"
spécifique du VIH en augmentant la cytotoxicité et la production d'IFNy ex vivo (Mueller
et al. 2003). Des études ont montré que 1'IL-15 était la cytokine la plus efficace par rapport
a 1NL-2 et I'IL-7, pour augmenter la réponse des cellules CD8" spécifiques du gag-VIH.
Ceci suggere que 1'[L-15 pourrait étre utilis¢é comme immunomodulateur dans des thérapies
futures anti-VIH (Chitnis et al. 2003). L'[L-15, en synergie avec I'L-21, semble réguler
positivement la transcription du géne de I'IFNy dans les cellules T et NK (Strengell et al.
2003). L'IL-15 doit avoir un role important dans la restauration de la réponse immunitaire
en maintenant ou en régulant la production d'IFNy par ces cellules. Grace a ses effets a
long terme sur l'immunité cellulaire, I'lL-15 peut étre envisagée comme une cytokine
adjuvante pour un futur vaccin contre le VIH. Il faut cependant étre prudent quant aux
effets préjudiciables de l'activation accrue du systéme immunitaire et de 1'accélération de la

sénescence immunitaire (Mastroianni et al. 2004).

2. Autres virus.

La transcription et la sécrétion d'TL-15 par les monocytes et les cellules NK est
augmentée aprés infection in vitro de PBMC humains par le HHV-6 ("Human Herpes
Virus typ-6"), HHV-7, HSV-1 ("Herpes Simplex Virus type-1") ou 'EBV ("Epstein-Barr
Virus"). L'[L-15 limite ainsi l'expansion virale en activant la cytotoxicité et la sécrétion de
I'TFNy des cellules NK. Des observations in vivo ont montré une augmentation de la

sécrétion d'IL-15 lors de l'infection par le virus de I'hépatite C (Fehniger and Caligiuri

2001).

B. Les maladies inflammatoires.

1. La polyarthrite rhumatoide.

La polyarthrite rhumatoide est une maladie inflammatoire affectant les jonctions
osseuses périphériques, caractérisée par une hyperplasie de la membrane synoviale et par
une infiltration de cellules immunitaires au niveau des liquides synoviaux. Au cours de

cette maladie, on observe des taux élevés de cytokines proinflammatoires dans les fluides
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articulaires. L'TL-15 est détectée dans les fluides synoviaux (Mclnnes et al. 1996; Mclnnes
et al. 1997) et est exprimée par les cellules de la membrane synoviale chez les patients
atteints de la forme active de la maladie (Mclnnes et al. 1996). La déplétion des
lymphocytes CD4" des liquides synoviaux diminue la sécrétion d'IL-15, d'IL-1B et de
TNFa par les cellules CD68" macrophagiques synoviales. L'IL-15 est également produite
par les synoviocytes de type fibroblastique (Harada et al. 1999) qui maintiennent ainsi leur
taux d'expression de Bcl-2 et Bcl-xp impliqués dans la survie cellulaire (Kurowska et al.
2002).

L'IL-15 des liquides synoviaux permet la migration des lymphocytes T vers les
membranes synoviales ainsi que leur activation et la production de TNFa par ces cellules
(Mclnnes et al. 1996; Mclnnes et al. 1997). De plus, le contact cellulaire, faisant intervenir
ICAM-1, CD69 et LFA-1 (Mclnnes et al. 1997), entre les lymphocytes T synoviaux
activés par I'IL-15 et les macrophages synoviaux induit les macrophages a produire du
TNFa (Sebbag et al. 1997). L'IL-15 induit également l'expression du CD40L, par les
lymphocytes T synoviaux (Mottonen et al. 2000), qui va interagir avec le CD40 des
monocytes qui vont sécréter des cytokines de type Thl (Avice et al. 1998). L'IL-15
provoque la sécrétion d'IL-17 qui est impliquée dans la résorption ostéoclastique par les
PBMC lors de la maladie, 1'1L-17 (Kotake et al. 1999; Ziolkowska et al. 2000).

Des résultats intéressants, quant au blocage de l'action de 1'lL-15, ont ét¢ montrés
lors de I'administration d'une forme soluble recombinante de la chaine IL-15Ro. En effet,
le sIL-15Ra bloque le développement de l'arthrite induite par le collagene, confortant le

role important joué par I'lL-15 dans la maladie (Ruchatz et al. 1998).

2. Les maladies inflammatoires chroniques de
I'intestin.

Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin regroupent la maladie de
Crohn (MC) et la recto-colite hémorragique (RCH), caractérisées par des désordres gastro-
intestinaux et extra-intestinaux. On détecte un pourcentage de PBMC sécrétant de 1'[L-15
plus élevé chez les patients atteints de RCH ou de la forme aigue de la MC par rapport aux
sujets sains ou aux patients atteints d'une forme plus modérée de la MC (Kirman and
Nielsen 1996). L'IL-15 serait produite par les macrophages et les cellules épithéliales de la

mugqueuse rectale (Sakai et al. 1998; Liu et al. 2000). La surexpression d'IL-15 au niveau

-57-



Introduction

de la lamina propria provoquerait une expansion locale des cellules NK-T participant a
l'inflammation pathologique (Ohta et al. 2002). De plus, 1'lL-15 de la muqueuse intestinale
permet l'activation des lymphocytes T qui, par interaction CD40/CD40L, induit les
monocytes a produire du TNFa et de 1'lL-12 par les monocytes (Liu et al. 2000).

3. Les autres pathologies inflammatoires.

L'expression d'IL-15 est augmentée dans d'autres pathologies inflammatoires
comme la sarcoidose. C'est une maladie qui affecte principalement les poumons. Des taux
¢levés d'ARNm et de protéine IL-15 sont retrouvés dans les macrophages isolés a partir de
lavages bronchio-alvéolaires de patients atteints de sarcoidose active (Agostini et al. 1996;
Zissel et al. 2000). L'IL-15 induirait la prolifération de lymphocytes T CD4" pulmonaires
(Agostini et al. 1996; Agostini et al. 1999). L'IL-15 jouerait un réle au niveau des Iésions
épithéliales chez les patients atteints de la maladie coeliaque (Di Sabatino et al. 2005).
L'TL-15 intervient également dans diverses inflammations hépatiques chroniques (Kakumu
et al. 1997), maladies autoimmunes de la thyroide (Ajjan et al. 1997), sclérose en plaques
(Pashenkov et al. 1999), formation de cicatrices hypertrophiques (Castagnoli et al. 1999),
pemphigoides bulleuses (Ameglio et al. 1999).

C. Le rejet de greffe.

L'IL-15 pourrait jouer un rdéle important dans le rejet de greffe allogénique. Ce
phénomene inflammatoire est caractérisé par l'infiltration et l'activation de cellules
immunitaires dans 1'organe transplanté. Le taux de transcrits d'IL-15 est augmenté au cours
du rejet de greffes rénales (Pavlakis et al. 1996). L'IL-15 serait donc impliquée dans le
rejet de greffe rénale (Li et al. 1998; Baan et al. 2002) mais également d'ilots pancréatiques
(Ferrari-Lacraz et al. 2001; Ferrari-Lacraz et al. 2002). Les ARNm de 1'lL-15 ont aussi été
détectés lors de la transplantation hépatique (Baan et al. 1998). Les rejets de greffes
cardiaques et hépatiques font intervenir les lymphocytes T circulants (Baan et al. 2000) et
agissent en réponse a 1L-15 produite par les macrophages CD68" infiltrés dans le

transplant (Baan et al. 1999).
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D. Les cancers.

(1) La leucémie lymphocytaire T de I'adulte.

L'infection des lymphocytes T par le virus HTLV-1 est susceptible d'entrainer une
leucémie lymphocytaire T de I'adulte (ATL, "Adulte T cell Leukemia"). Cette maladie est
caractérisée, dans sa phase précoce, par une prolifération anormale des lymphocytes T
dépendante d'une boucle autocrine d'IL-2 (Maeda et al. 1987; Yodoi et al. 1987). Les
phases tardives de la maladie font intervenir les facteurs de transduction JAKI et 3, et
STAT3 et 5 (Xu et al. 1995; Takemoto et al. 1997) en l'absence d'IL-2, suggérant un
possible role de 1'L-15 dans la prolifération des lymphocytes T qui expriment en outre la
chaine IL-15Ra (Yamada et al. 1998). De plus, la protéine Tax du virus HTLV-1 présente
une activité trans-activatrice de la transcription de I'lL-15 (Azimi et al. 1998) et de I'lL-
15Ra (Mariner et al. 2001; Mariner et al. 2002), suggérant qu'une boucle autocrine d'IL-15

pourrait étre impliquée dans la prolifération des lymphocytes T.

(2) La paraparésie spastique tropicale.

La paraparésie spastique tropicale (TSP, "Tropical Spastic Paraparesis", ou HAM,
"HTLV-1 Associated Myelopathy") est une pathologie neurologique touchant la gaine de
my¢line. Les lymphocytes T infectés par le HTLV-1 proliférent spontanément par des
boucles autocrines IL-2 et IL-15 (Azimi et al. 1999; Azimi et al. 2000). De plus, I'IL-15
exerce une action anti-apoptotique pour les lymphocytes T CD8" infectés (Azimi et al.

2001).

(3) Les lymphomes cutanés T épidermotropes.

Les lymphomes cutanés T ¢épidermotropes (LCTE) regroupent les Mycosis
Fongoides (MF), les Syndromes de Sézary (SS), et d'autres lymphomes T périphériques
survenant primitivement au niveau de la peau. La protéine IL-15 est détectée dans les MF
et les SS (Dobbeling et al. 1998; Leroy et al. 2001) et pourrait agir de fagon
autocrine/paracrine (Dobbeling et al. 1998). L'IL-15 et I'IL-17 prolongent la survie des
LCTE (Dobbeling et al. 1998) en augmentant I'expression de Bcl-2 (Qin et al. 2001), et
agissent aussi sur le cycle cellulaire (Qin et al. 1999). De plus, les souris transgéniques
surexprimant I'IL-15 développent des infiltrats épidermiques lymphocytaires (Fehniger et

al. 2001). L'IL-15 semble donc jouer un réle important dans ces pathologies.
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(4) La leucémie a grands lymphocytes a grains.

La leucémie a grands lymphocytes a grains (LGL ou LGLLD, "Large Granular
Lymphocytes Lymphoproliferative Disorder") est associée a une forte expansion en
lymphocytes T et cellules NK. Ces cellules expriment les trois chaines réceptrices IL-
15Ra, IL-2Rp et v., et proliférent en réponse a I'lL-15 (Zambello et al. 1997). Une forme
membranaire d'IL-15 biologiquement active a été observée a la surface de ces cellules,
alors qu'elles n'en expriment ni les transcrits ni ne la sécrétent. De plus, des souris
transgéniques surexprimant 1'lL-15 présentent une expansion notable des lymphocytes T
CD8'CD44"" et des cellules NK, et développent une leucémie lymphocytaire létale,
similaire a la LGL (Fehniger et al. 2001). Ainsi, la sur-activation des cellules par I'L-15
pourrait induire une maladie lymphocytaire chronique et induire une transformation

maligne des lymphocytes.

(5) Les leucémies lymphocytaires B et les myélomes.
L'IL-15 a une action proliférative in vitro dans les leucémies lymphocytaires B et a
tricholeucocytes (Trentin et al. 1996). De plus, 1'IL-15 assure la prolifération de la lignée
leucémique myéloide aigue MO7¢ (Meazza et al. 1998), et la lignée leucémique myéloide
K-562 exprime les trois chaines IL-15Ra, IL-2R et y. (Anderson et al. 1995). Chez les
patients atteints de myélome multiple, les plasmocytes malins expriment également les
trois chaines réceptrices de 1'IL-15. L'IL-15 jouerait un réle dans la propagation tumorale

(Tinhofer et al. 2000).

(6) Les mélanomes.

L'TL-15 pourrait jouer un rdle dans le développement des mélanomes. En effet, les
rayonnements UV provoquent une augmentation de la transcription de 1'[L-15 par les
kératinocytes (Mohamadzadeh et al. 1995). De plus, les transcrits de I'lIL-15 et de la chaine
IL-15Ra ont été détectés dans certaines lignées de mélanomes (Doucet et al. 1997;
Barzegar et al. 1998). L'IL-15 a été détectée en intracellulaire, mais n'est pas dosable dans
les surnageants de culture, et pourrait donc agir en juxtacrinie (Barzegar et al. 1998). L'IL-
15 induit le développement de mélanomes plus agressifs in vivo (Doucet et al. 1997). L'IL-

15 produite par ces lignées diminuerait 1'expression membranaire du HLA de classe I, ce
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qui permettrait 1'échappement des tumeurs vis-a-vis du systeme immunitaire (Gilboa

1999).

(7) Les autres tumeurs solides.

Les messagers de I'[L-15 sont retrouvés dans de nombreuses tumeurs solides
comme les sarcomes d'Ewing, les ostéosarcomes, les rhabdomyosarcomes, les
glioblastomes, les neuroblastomes et les mésothéliomes. Les lignées issues de carcinomes
rénal ou cervical, de rétitinoblastome, de gliome, de tératocarcinome, ou issues de cancer
du poumon a petites cellules ou de cancer colorectal expriment les messagers de 1'TL-15.
Les rhabdomyosarcomes sécrétent I'IL-15 et expriment les récepteurs membranaires.
Certains gliomes et glioblastomes expriment également les transcrits de la chaine IL-15Ra
(Fehniger and Caligiuri 2001). Néanmoins, aucune participation de I'lL-15 n'a été¢ mise en

évidence dans 1'établissement et le développement de ces cancers.

E. Les infections microbiennes.

L'expression d'IL-15 est augmentée suite aux infections par Burkholderia
pseudomallei, le Bacille de Calmette-Guérin (BCG) ou Mycobacterium tuberculosis. La
surexpression d'IL-15, in vivo, active la réponse immunitaire cytotoxique des cellules T et
NK, et protege contre l'infection par le BCG. L'IL-15 a un role protecteur, également,
contre l'infection par Toxoplasma gondii (Khan et al. 2002). De plus, 1'administration
d'IL-15 avant une infection par Plasmodium falciparum, augmente la défense immunitaire
de I'hdte en favorisant 1'élimination du pathogéne par activation et prolifération des
lymphocytes T 75. Ces derniers interviennent €galement dans la protection contre
Salmonella cholerasuis et Escherichia coli. Lors de I'infection par Listeria monocytogenes,
les cellules épithéliales intestinales produisent de 1'IL-15 qui va agir sur la prolifération et
la sécrétion cytokinique des IELs CD8aa. L'IL-15, lors de cette infection, va également
induire une forte sécrétion d'TFNy par les lymphocytes T CD8" mémoires. L'infection des
monocytes par Mycobacterium leprae provoque une réponse cellulaire T dépendant de la
sécrétion d'IL-15. Enfin, 1'lL-15 montre une action anti-microbienne contre Crytococus

neoformans et Candida albicans (Fehniger and Caligiuri 2001).
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V. L'IL-15 en thérapie.

L'TL-15 n'a pas encore été utilisée en essai thérapeutique, seulement quelques
¢tudes précliniques ont permis d'analyser les effets in vivo de 1'administration d'IL-15. Une
simple dose d'IL-15 dans des souris saines résulte en un accroissement de la prolifération
des cellules T CD8" mémoires sans affecter les lymphocytes T CD4" mémoires. Aprés
administration d'IL-15 ou chez les souris transgénique pour I'IL-15, on observe une

augmentation de l'activité anti-microbienne (Alpdogan and van den Brink 2005).

L'administration d'TL-15 aux souris, moins toxique que 1'IL-2 (Katsanis et al. 1996),
accroit l'activité anti-tumorale aprés transplantation syngénique de la moelle osseuse, en
favorisant la reconstitution et la fonction des cellules NK, NK-T et CD8". Cependant, 1'IL-
15 est capable d'aggraver la GVHD ("Graft vs. Host Diseases"), ainsi 1'administration d'IL-
15 au receveur ne doit avoir lieu qu'apres déplétion de la moelle osseuse en lymphocytes T.
De plus I'administration d'IL-15 peut augmenter l'activit¢ GVL ("Graft vs. Leukemia")
(Alpdogan et al. 2005).

Les souris trangéniques pour I'IL-15 porteuse d'une tumeur ou l'administration d'IL-
15 dans les souris cancéreuses, s'accompagne d'une activation de la fonction des cellules T
et NK résultant en une augmentation de l'activité anti-tumorale. De plus, 1'administration
d'TL-15 peut augmenter les réponses T antigéne-spécifiques aprés (i) le transfert de
lymphocytes T provenant d'une souris transgénique pour le TCR ou les cellules T CD8"
reconnaissent l'antigéne de mélanome gpl00, ou (ii) la vaccination avec des cellules
dendritiques chargées en peptides. L'IL-15 pourrait étre utilisée comme un adjuvant
potentiel pour la thérapie cellulaire et les diverses stratégies de vaccination (Alpdogan and

van den Brink 2005).

Différents agents inhibiteurs de 1'action de I'lL-15 ont été élaborés comme la chaine
IL-15Ra soluble liée a un fragment Fc d'une immunoglobuline, des mutants de 1'IL-15, des
anticorps soit dirigé directement contre 1'lL-15 ou contre la sous-unité réceptrice IL-2R.
Un antagoniste IL-15 a été produit en mutant des glutamines en C-terminal de 1'TL-15 (Kim
et al. 1998). Ce mutant diminue le rejet d'allogreffes de cellules des ilots pancréatiques

d'allogreffe chez la souris (Ferrari-Lacraz et al. 2001; Ferrari-Lacraz et al. 2002). Des
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anticorps contre I'IL-15 ont été utilisés efficacement dans différents modeles de maladies
autoimmunes dont le psoriasis. De tels anticorps sont également efficaces chez des patients
atteints de polyarthrite rhumatoide. L'administration de la chaine sIL-15Ra recombinante
diminue fortement in vivo l'arthrite induite par le collagéne (Ruchatz et al. 1998), retarde le
rejet de greffe cardiaque (Smith et al. 2000), réduit in vivo l'inflammation aigue induite et
inhibe in vivo la prolifération lymphocytaire T induite (Wei et al. 2001) et prévient de
l'induction d'une inflammation de type allergique au niveau des bronches (Ruckert et al.
2005). Le sIL-15Ra bloque également 1'L-15 endogeéne in vivo dans des modeéles

immunitaires anti-tumorales (Gri et al. 2002) et antimicrobiennes (Khan et al. 2002).
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LES RECEPTEURS SOLUBLES DE
CYTOKINES

Les récepteurs solubles de cytokines régulent les événements inflammatoires et

immunitaires en exercant un role agoniste ou antagoniste pour les réponses aux cytokines.

I. Mode de production des récepteurs solubles.

A. Mécanismes de génération d'un récepteur
soluble.

Les récepteurs solubles peuvent étre générés par différents mécanismes, dont deux
majeurs. Le premier processus fait appel a une coupure protéolytique et libération
("shedding") sous forme soluble du récepteur original li¢ & la membrane cellulaire. Le
second mécanisme, plus spécialisé, consiste en une synthése de novo a partir d'un ARN
messager spécifique de la forme soluble issue d'un épissage alternatif, et différent de ceux
codant pour les formes membranaires. On peut classer les récepteurs solubles en fonction
de leur mode de génération, ceux qui sont produits par "shedding" et ceux issus d'un
¢épissage alternatif (Fernandez-Botran and Vitetta 1991). Néanmoins, certains récepteurs
solubles, comme le sIL-6Ra et le sIL-4Ra, peuvent étre générés par les deux processus.
D'autres modes de production de récepteurs solubles ont été mis en évidence comme le
relargage de récepteurs complets dans le contexte de vésicules en provenance d'exosomes,
ou encore a partir d'un clivage d'une forme de récepteur ancré a la membrane par une

structure GPI.
1. Coupure protéolytique

Certains récepteurs solubles de cytokines, tel le sIL-2Ra ou le STNF-R (type I et
IT), sont générés exclusivement par clivage protéolytique de la forme membranaire du
récepteur, et ne présentent que I'ARN messager codant pour la forme totale du récepteur
membranaire (Rubin and Nelson 1990; Smith et al. 1994). Des protéases agissent au

niveau de la membrane plasmique et coupent la protéine membranaire aux alentours du
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domaine transmembranaire, ce qui aboutit a la libération d'une forme tronquée du récepteur
dans le milieu extracellulaire. Cependant les récepteurs membranaires cytokiniques n'ont
pas l'exclusivité de ce processus protéolytique. D'autres molécules enchassées dans la
membrane peuvent subir ce type de mécanisme. Par exemple, le TNFa est relargué a partir
d'un précurseur membranaire par coupure protéolytique (Gearing et al. 1994). De
nombreuses protéines membranaires comme certaines molécules d'adhésion cellulaire
(ICAM-1, E-selectin, VCAM-1, CD44) et des récepteurs de facteurs de croissance (EGF,
TGFa, NGF) sont également relarguées suite a un clivage protéolytique (Gearing and
Newman 1993; Smith et al. 1994).

Le clivage protéolytique des récepteurs trans-membranaires a le plus souvent été
montré comme étant dépendant de métalloprotéases de la famille des ADAMs ("A
Desintegrin And Metalloprotease"). Les ADAMSs constituent une grande famille de
protéines transmembranaires de type I (Black 2002). L'ADAMI17 ou TACE ("TNFa
Converting Enzyme") est une enzyme protéolytique typique qui a ét¢ identifiée grace a son
aptitude a couper le TNFa vers sa forme soluble (Black et al. 1997; Moss et al. 1997)
(Figure 9A). TACE est impliqué dans le clivage d'ectodomaines et le relargage de
nombreux récepteurs de cytokines appartenant a différentes superfamilles, dont la famille
du TNFR, comprenant le TNFR de type II (TNFRSF1B, TNFR2), TNFRI1, CD30
(TNFRSFS), et CD40 (TNFRSF5); la famille IL-1/TLR (IL-1RII); la famille de récepteur
de cytokine de type I (IL-6Ra); et I'lL-15Ra (Budagian et al. 2004; Levine 2004).

Les mécanismes d'activation de TACE ne sont pas clairement élucidés. L'activation
de TACE pourrait se faire par (i) phosphorylation de sa partie intra-cytoplasmique, par (ii)
intéraction entre son domaine intracytoplasmique et les protéines intracellulaires
impliquées dans la signalisation, ou encore par (iii) activation de TACE induisant sa
maturation puis acheminement de la protéine mature a la surface de la cellule. La plupart
des études portant sur les mécanismes d'activation de TACE se font en utilisant la PMA,

un agent activation non-physiologique de la proteine kinase C (Mezyk et al. 2003).

Les metalloprotéases matricielles (MMP) possédent également une activité
protéolytique. MMP-12 (macrophage metalloelastase) est impliquée dans le clivage du
domaine amino-terminal (D1) du récepteur plasminogéne de type urokinase (Koolwijk et
al. 2001). MT1-MMP est impliqué dans le clivage de CD44, relargant dans le milieu un
fragment soluble de 70 kDa (Kajita et al. 2001). MT1-MMP et MT3-MMP sont impliqués
dans le clivage du TGF-BR de type III (TBR-III) betaglycan (Velasco-Loyden et al. 2004).
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2. Transcription des ectodomaines des récepteurs
solubles de cytokines.

Un autre mécanisme de génération de récepteurs soluble de cytokines est la
synthése de récepteurs qui possedent un peptide signal mais qui sont dépourvus de
domaine transmembranaire et qui sont sécrétés. Ces récepteurs solubles peuvent étre

générés par deux voies différentes.

a) Synthese a partir d'un épissage alternatif de I'ARN
messager

L'existence de différents ARN messagers codant pour les formes membranaires et
solubles de différents récepteurs de cytokines ont été¢ décrits pour: la super-famille des
récepteurs de cytokines de classe I: I'lL-4Ra, IL-5Ra, IL-6Ra, IL-7Ra, IL-9Ra, EpoR, G-
CSFR, GM-CSF-Ra, gp130, et LIFRa; classe II: (type I IFNR (IFNARI et IFENAR2a)); la
famille IL-1R/TLR (IL-1RII, IL-1RAcP); récepteur de la famille TGF-f (TBR-I); la
superfamille TNFR (TNFRSF6/Fas/CD95, TNFRSF9/4-1BB/CD137), et le IL-17R
(Levine 2004). Dans tous les cas, le transcrit original dérive d'un seul et méme géne, et
I'épissage alternatif conduit a deux types de messagers (Wrighton et al. 1992). Des
délétions ou des terminaisons précoces de transcription en amont du domaine
transmembranaire conduisent a un messager du récepteur tronqué codant pour un récepteur
soluble. Ce récepteur, ainsi généré, conserve son domaine de liaison a son ligand, mais se
trouve dépourvu du domaine transmembranaire. Le récepteur murin de I'lL-4 (IL-4Ra) a
¢été le premier récepteur de cytokine découvert présentant deux messagers distincts codant
pour la forme membranaire et la forme soluble (Mosley et al. 1989). L'ADN
complémentaire codant pour la forme soluble contient une insertion de 114 paires de bases
en amont des séquences codant pour le domaine transmembranaire, résultant en 1'addition
de six nouveaux acides aminés et une terminaison précoce. L'insertion de 114 acides
aminés correspond a l'exon 8 du geéne de 1'L-4Ra, et son inclusion est régulée par un
mécanisme d'épissage alternatif (Wrighton et al. 1992). Cela aboutit a la synthése du IL-
4Ro tronqué, dépourvu des domaines transmembranaire et intracytoplasmique du
récepteur total de 140 kDa. Dans le cas de 'ADN complémentaire cloné codant pour le

récepteur soluble de 1'IL-7, une délétion d'une séquence impliquée dans le domaine
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transmembranaire, perturbe le cadre de lecture en causant I'addition de 27 nouveaux acides
aminés et une terminaison précoce (Goodwin et al. 1990). Les signaux et les mécanismes
régulant 1'épissage alternatif n'ont pas encore été ¢lucidés. Il est possible que l'activation
cellulaire et/ou d'autres événements pourraient influencer un tel processus, conduisant a la
transcription préférentielle d'une forme par rapport a une autre. Un tel processus régulateur
pourrait avoir d'importants effets régulateurs sur l'activité de la cytokine impliquée en
altérant l'expression différentielle des formes soluble et membranaire de son récepteur, et

modifiant, de ce fait, la réponse des cellules cibles.

b) Transcription de génes distincts codant pour des
protéines solubles liant les cytokines.

La seconde voie est la transcription de génes distincts qui partagent une homologie
avec les récepteurs de cytokines et qui codent pour des protéines solubles liant les
cytokines, BP ("Binding Protein"). La signalisation par le TNFR et la superfamille de
cytokine de classe II peut étre régulé de cette fagon. Le récepteur Decoy 3
(DcR3/TNFRSF6B/TR6/M68) est un membre sécrété de la superfamille TNFR qui
contient un peptide signal et quatre domaines en tandem riche en cystéines mais dépourvu
de domaine transmembranaire. DcR3 peut lier le Fas ligand (TNFSF6), LIGHT
(TNFSF14), et TL1A ("endothelial cell-derived TNF-like factor"), et inhibe 1'apoptose en
empéchant l'association des ligands avec Fas, le récepteur de la lymphotoxine f
(TNFRSEF3), et le DR3 ("Death Receptor 3"). L'ostéoprotégérine (TNFRSF11b), un autre
membre de la superfamille de TNFR, est aussi généré comme une protéine soluble sécrétée
qui lie le TNFSF11 et inhibe la différenciation ostéoclastique (Levine 2004). IL-22RA2
(IL-22Ra2) est un membre de la famille des récepteurs de cytokines de classe 11, dépourvu
de domaine transmembranaire et qui agit comme une protéine antagoniste liant 1'lL-22
(Dumoutier et al. 2001; Kotenko et al. 2001; Xu et al. 2001). L'IL-18-BP, qui partage de
faibles homologies avec 1'[L-1RII, est une autre protéine liant les cytokines qui est
dépourvue de domaine transmembranaire et qui inhibe les fonctions de I'L-18 (Novick et

al. 1999).

3. Mécanisme de relargage de récepteurs de cytokine
par l'intermédiaire des vésicules exosome-like.
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Les exosomes sont de petites vésicules membranaires d'origine endocytique (Thery
et al. 2002). La forme totale du TNFR1 peut étre constitutivement relarguée par les cellules
endothéliales vasculaires humaines dans le milieu extracellulaire comme le constituant
d'une vésicule exosome de 20-50 nm de diameétre (Hawari et al. 2004). Les vésicules
exosome TNFRI1 issues des HUVEC n'apparaissent pas posséder de capacité de
signalisation intrinseque. Similairement, le FasL associé a la membrane peut étre relargué a
partir de cellules de mélanomes sous forme de microvésicules, de 100 a 200 nm de
diamétre, avec des effets consécutifs de type pro-apoptotique sur les cellules lymphoides
Fas-sensibles, diminuant ainsi les réponses anti-tumorales (Andreola et al. 2002). Le
relargage de la forme totale du récepteur de cytokine dans le contexte de vésicules

exosome représente un mécanisme alternatif de génération de récepteurs extra-cellulaires.

4. Génération des récepteurs solubles de cytokines
par relargage d'ectodomaines li¢ par une ancre GPI.

Le clivage d'ectodomaines de récepteurs liés a la membrane par une ancre GPI a été
montré pour le CNTFRa ("Ciliary Neutrophic Factor Receptor a"), et est dépendant de la
PLC ("phospholipase C"). A l'instar de la transsignalisation de I'1L-6, le CNTFRa. soluble
permet au CNTF d'agir sur les cellules qui normalement sont insensibles a cette cytokine

(Davis et al. 1991; Davis et al. 1993).

5. Les récepteurs solubles de cytokines issus de virus.

L'utilisation de récepteurs solubles de cytokines comme modulateurs efficaces de
la réponse immunitaire innée a été exploitée par les virus. Ils synthétisent des protéines
homologues des récepteurs de cytokines de mammiferes afin d'échapper au systeme de
défense de I'hote. Les poxvirus, comme le cowpox, la variole, le myxome et le virus du
fibrome de Shope, codent pour des homologues de la superfamille du TNFR (Cunnion
1999). Le premier TNFR viral identifié¢ est la protéine T2 du virus du fibrome de Shope,
qui est structurellement proche du TNFR2, mais sans la partie transmembranaire. T2 est
sécrété par les cellules infectées par le virus et agit comme une protéine liant le TNF
(Smith et al. 1990). Une protéine proche de la protéine T2 est codée par le virus du

myxome (Upton et al. 1991). Quatre homologues du TNFR, issus du poxvirus, ont été
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identifiées: les protéines Crm ("Cytokine response modifying"), qui lient différents ligands.
CrmB et CrmD lient le TNF et la lymphotoxine o, alors que CrmC et CrmE lient
seulement TNF. Les poxvirus, le cowpox et le mousepox, expriment un homologue soluble
de CD30, qui peut lier CD30L avec une forte affinité, et inhibe 1'inflammation de type Th2
in vivo. Des homologues solubles viraux du récepteur de 1'I[EN de type I, du récepteur de

I'TFN-y, I'I[L-1RII, et la protéine liant I'1L-18 ont également été identifiés (Levine 2004).

B. Régulation de la production du récepteur soluble.

La plupart des études originales sur les différents récepteurs solubles se basent sur
des observations in vitro et/ou des études de clonage. Cependant la production de
récepteurs solubles a été confirmée in vivo chez I'homme comme chez l'animal.
Néanmoins, les informations sur le type de cellules responsables de la production de
différents récepteurs solubles et les facteurs qui régulent leur production sont incomplétes.
Les relations entre I'expression du récepteur membranaire et la synthése et/ou la libération
de la forme soluble doivent étre caractéris€es plus précisément.

En accord avec la notion selon laquelle les récepteurs solubles jouent un rdle
physiologique de régulateur de l'activité cytokinique, des observations apparaissent
indiquer que le processus de génération de récepteurs solubles est réellement régulé
pendant la réponse immunitaire. La plupart des récepteurs solubles sont produits a de
faibles concentrations, mais leur production est accrue en réponse a l'activation cellulaire
(Rubin and Nelson 1990; Honda et al. 1992; Chilton and Fernandez-Botran 1993; Cope et
al. 1995). Ainsi, des concentrations sériques de sIL-2Ra,, STNF-R (types I et II), et sIL-
6Ra ont été retrouvées a des niveaux élevés dans des conditions cliniques associées a des
réponses immunitaires aigues et/ou inflammatoires (Rubin and Nelson 1990; Arend 1995).
Plusieurs facteurs, dont les molécules d'activation cellulaire et les cytokines, apparaissent
jouer un role dans la régulation de la production de récepteurs solubles pendant des

réponses immunitaires ou inflammatoires.

1. Activation cellulaire.
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L'activation cellulaire des lymphocytes, monocytes et autres populations cellulaires
conduisent a une régulation positive des différents récepteurs de cytokines a la surface des
cellules (Lowenthal et al. 1985; Ohara and Paul 1988). Par conséquent, il n'est pas
surprenant d'observer que la production de formes solubles de ces mémes récepteurs, en
particulier ceux issus d'un "shedding" de la forme membranaire, soit aussi augmentée apres
activation cellulaire. La nature du signal activateur varie selon la cellule. L'identité des
cellules produisant les récepteurs solubles in vivo est rarement ¢lucidée et il est également
difficile de prévoir quel stimulus est responsable de l'accroissement de la production d'un
récepteur soluble spécifique in vivo. Cependant, des observations ont montré que la
production de formes solubles de récepteurs de cytokines impliquées dans les fonctions et
la prolifération des lymphocytes T (IL-2 et IL-4) était augmentée en réponse a une
activation T (Rubin and Nelson 1990; Chilton and Fernandez-Botran 1993). La production
de formes solubles de récepteur de cytokines proinflammatrices (IL-1, IL-6, TNFa) est
régulée positivement apres activation monocytaire et/ou en réponse a une inflammation
(Symons et al. 1990). L'activation T a également été montrée pour augmenter la production
de sIL-6Ra et de STNF-R (Honda et al. 1992; Bemelmans et al. 1994; Cope et al. 1995).

La conséquence principale de 1'activation cellulaire est la production et la libération
de cytokines. L'augmentation de la production de récepteurs solubles suite a l'activation
cellulaire résulte en partie de I'effet de ces cytokines sécrétées. Pour exemple, 'utilisation
d'un anticorps anti-IL-4 neutralisant inhibe partiellement la production de sIL-4R par les
cellules spléniques de souris stimulées par la concanavaline A ou par des antigénes
spécifiques (Chilton and Fernandez-Botran 1993; Fernandez-Botran et al. 1995). Aprés
l'action de la cytokine, la production de récepteur soluble tend a désensibiliser les cellules,
et donc a limiter 1'effet de la cytokine dans le temps. Le processus de désensibilisation est
la conséquence soit de la propriété antagoniste des récepteurs solubles, soit de la
diminution de I'expression de la forme membranaire du récepteur par coupure

protéolytique.

2. Cytokines.

De nombreuses observations ont montré que la production de récepteurs solubles
¢tait régulée par des cytokines. Il apparait que la production de certains récepteurs, comme

le sIL-2Ra (Lotze et al. 1987; Voss et al. 1989), le sIL-4Ra (Chilton and Fernandez-
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Botran 1993) et les STNF-R (Lantz et al. 1990; Cope et al. 1995), est régulée par leur
propre ligand, suggérant un mécanisme de rétro-controle dans lequel la présence de la
cytokine induit la production et la sécrétion de son récepteur soluble spécifique, dans le but
de réguler négativement sa propre activité. Des observations ont montré que la production
de sIL-4Ra était étroitement liée a la réponse immunitaire caractérisée par une sécrétion
importante d'IL-4, a savoir la réponse Th2. En effet, on observe (i) une augmentation de la
production de sIL-4Ra par les cellules murines fraichement isolées, lymphocytes T et B et
macrophages en réponse a 11L-4 (Chilton and Fernandez-Botran 1993); (ii) une
augmentation de 1'expression de 'ARN messager codant pour la forme soluble du récepteur
de 1'L-4 dans les cellules spléniques stimulées par I'L-4; (iii) une corrélation entre
l'expression du sIL-4Ra in vivo et le développement de la réponse Th2 dans un modéle
murin de schistosome (Fernandez-Botran et al. 1995); et (iv) une régulation positive de la
production de sIL-4Ra par des clones Th2 mais pas par des clones Thl aprés une

stimulation antigénique (Fernandez-Botran et al. 1996).

Des relations similaires existent entre d'autres cytokines et leur récepteur soluble.
Dans le cas de I'L-2, la cytokine elle-méme peut augmenter l'expression membranaire de
la chaine réceptrice IL-2Rq(Bismuth et al. 1984; Smith and Cantrell 1985).
L'administration d'IL-2 chez des patients atteints de cancer a pour conséquence le
développement de cellules présentant le récepteur de 1'lL-2 et I'augmentation du niveau
d'expression du sIL-2Ra dans le sérum (Lotze et al. 1987). De méme, de fortes
concentrations de sTNF-R (types I et II) ont été retrouvées dans le sérum dans des
conditions favorisant la sécrétion de TNFa, comme l'endotoxinémie dans le choc septique
(Leeuwenberg et al. 1994; Kuhns et al. 1995). Ces observations suggérent que le TNFa
régule également la production de son propre récepteur. De plus, 'injection de TNFa chez
des patients résulte en une augmentation de 1'expression de STNF-R dans leur sérum (Lantz
et al. 1990). Les mécanismes responsables de la régulation de la production des récepteurs
solubles par leur propre ligand ne sont pas totalement clairs. Une hypothése serait que la

liaison de la cytokine sur son récepteur membranaire pourrait induire son "shedding".

Outre l'effet régulateur de leur propre cytokine, il existe des mécanismes de
contrdle de la production de récepteur soluble par des cytokines indépendantes. Par

exemple, 1'activation de lymphocytes B murins par 1'[L-5 augmente 1'expression de 1'[L-

-73-



Introduction

2Ro membranaire et soluble par ces cellules (Loughnan and Nossal 1989). L'IL-6 et I'I[FNy
ont été décrits comme augmentant la production de sIL-4Ra par une lignée cellulaire
my¢loide et des macrophages dérivés de la moelle osseuse (Ruhl et al. 1993). L'IL-1 a la
capacit¢ de réguler positivement l'expression membranaire du TNF-R de type I et
d'augmenter la concentration de STNF-R de types I et II chez des patients traités par de
I'IL-1B (Bargetzi et al. 1993). Des cytokines peuvent aussi se réguler mutuellement. L'IL-
1B induit la production de sIL-4Ra par les cellules Th2 murines (Fernandez-Botran et al.
1996), alors que 1'IL-4 favorise la production du sIL-1R type II et du récepteur antagoniste
de I'IL-1 (IL-1ra) (Arend 1995).

3. Autres facteurs.

D'autres signaux jouent un role dans la régulation de la production et la sécrétion de
récepteurs solubles. Certains signaux sont générés par des contacts directs entre cellules, et
pourraient étre médiés par un signal de co-stimulation (CD28/B7-1,-2, gp39/CD40). Une
interaction physique entre des cellules murines Th2 et des CPA suffit a activer la
production de sIL-4Ra (Fernandez-Botran et al. 1996). Des cas de pathologies
hématologiques ou d'infections virales, en particulier par le virus HTLV-1, résultent en une
expression constitutive de 1'lL-2Ro. membranaire et une production importante de sIL-

2Ra (Arend 1995).

II. Fonctions immunorégulatrices des récepteurs
solubles de cytokines.

A. Effets antagonistes.

La liaison d'une molécule de cytokine a son récepteur soluble empéche, dans la
plupart des cas, sa liaison a son récepteur membranaire fonctionnel, et par conséquent
inhibe la signalisation résultante et la réponse biologique. Les récepteurs solubles de
cytokines agissent donc comme des inhibiteurs compétitifs de la liaison et de l'activité de

leur cytokines respectives in vitro. La plupart des récepteurs solubles de cytokines agissent
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ainsi, a 'exception du sIL-6Ro [1[J[1LICILI10], qui est capable d'interagir avec sa propre
sous-unité transductrice gp130, et de générer un signal agoniste.
Les effets antagonistes des récepteurs solubles sur l'activité des cytokines posseédent

plusieurs caractéristiques importantes en commun (Figure 10A):

(1) L'effet antagoniste est cytokine-spécifique.
La liaison d'une cytokine pour son récepteur étant spécifique, I'inhibition engendrée
par le récepteur soluble se trouve restreinte a la liaison et 'activité de son propre ligand

(Mosley et al. 1989; Fernandez-Botran and Vitetta 1990).

(2) L'effet antagoniste est inversement lié a la
concentration de cytokine.
De part sa nature compétitive, le degré d'inhibition causé par un taux constant de

récepteur soluble décroit avec 'augmentation de la concentration de cytokine.

(3) L'effet antagoniste est influencé par les affinités de
liaison de la cytokine pour ses récepteurs soluble et
membranaire.

L'association de la chaine réceptrice spécifique du ligand avec les sous-unités
transductrices conduit a la formation d'un récepteur membranaire de forte affinité.
L'affinité de ces récepteurs membranaires multimériques s'avere, souvent, supérieure a
l'affinité des récepteurs solubles. Par exemple, la chaine o du récepteur de 11L-2
(membranaire ou soluble) lie 1'IL-2 avec une basse affinité (de I'ordre de Kd = 10 nM),
mais l'association avec les sous unités IL-2R[3 et IL-2Ry, résulte en la formation d'un
récepteur trimérique de forte affinité (Kd = 10 pM) (Lowenthal and Greene 1987; Wang
and Smith 1987). Ainsi, le sIL-2Ra possede une affinité approximativement 1000 fois plus
faible que celle du récepteur membranaire fonctionnel, et par conséquent ne constitue pas
un compétiteur tres efficace (Jacques et al. 1987; Baran et al. 1988). Malgré le fait que le
sIL-2Ra inhibe spécifiquement l'activité de I'L-2, de fortes concentrations sont
nécessaires (Treiger et al. 1986). Au contraire, les récepteurs solubles capables de lier leur
ligand avec une affinit¢ comparable a celle du récepteur membranaire fonctionnel
(multimérique), comme le sIL-4R et les sTNF-R, sont d'efficaces compétiteurs a faibles

concentrations (Fernandez-Botran and Vitetta 1990; Dayer and Burger 1994).
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La plupart des récepteurs solubles agissent comme des inhibiteurs spécifiques de
cytokine, s'ils sont présents a des concentrations adéquates. La concentration de récepteurs
solubles nécessaire pour l'inhibition est influencée par la concentration de la cytokine
présente et par la différence d'affinité entre le récepteur soluble et le récepteur
membranaire. Les effets antagonistes des récepteurs solubles jouent un réle important dans
la régulation négative des réponses immunitaires et préviennent des effets toxiques de
certaines cytokines (Fernandez-Botran and Vitetta 1991; Debets and Savelkoul 1994).
L'intérét d'administrer des récepteurs solubles endogenes pour agir en tant qu'antagonistes
de l'activité cytokines in vivo a été confirmé dans de nombreuses expériences (Debets and

Savelkoul 1994; Gessner and Rollinghoff 1994; Maliszewski et al. 1994; Arend 1995).
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B. Role de transporteur ("carrier') et effet agoniste.

Certains récepteurs solubles ont été décrits comme ayant des propriétés de
transporteur, ou "carrier" (Fernandez-Botran and Vitetta 1991; Mohler et al. 1993).
Plusieurs récepteurs solubles potentialisent 1'activité de leur propre cytokine in vivo en les
protégeant notamment de la dégradation protéolytique. Ce mécanisme implique plusieurs

effets sur les cytokines (Figure 10B):

(1) Accroitre la stabilité de la cytokine.

La liaison de la cytokine sur son récepteur soluble accroit la stabilité moléculaire et
en conséquence réduit l'activité de dégradation. Par exemple, la liaison de la forme
bioactive trimérique du TNF a son récepteur soluble ralentit sa dégradation sous forme de

monomeres, et ainsi prolonge son activité biologique (Aderka et al. 1992).

(2) Protection contre la protéolyse.

La liaison de la cytokine sur son récepteur soluble peut la protéger contre l'action
d'enzymes protéolytiques. Des expériences, in vitro, ont montré que la présence de sIL-4R
freine la dégradation de I'L-4 par la trypsine (Fernandez-Botran and Vitetta 1991). De
méme, in Vvivo, l'injection en intraveineuse de sIL-4R chez la souris, réduit la dégradation

protéolytique d'IL-4 radiomarquée (Ma et al. 1996).

(3) Transfert de la cytokine de son récepteur soluble vers
son récepteur membranaire.

Par la nature réversible de la liaison cytokine-récepteur, la liaison de la cytokine sur
son récepteur résulte en une association transitoire. Apres dissociation, la cytokine devient
disponible pour son récepteur membranaire. Le sIL-4Ro présente une constante de
dissociation pour I'L-4 plus rapide que le récepteur membranaire, ce qui favorise la
dissociation de I'L-4 de son récepteur soluble et, par conséquent, permet la liaison a la

membrane (Fernandez-Botran and Vitetta 1991).
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(4) Augmentation de la 1/2 vie et diminution de la
clairance.

L'association de la cytokine avec son récepteur soluble affecte ses propriétés
pharmacocinétiques in vivo. Des études portant sur l'administration d'IL-4 radiomarquée en
présence ou en l'absence de sIL-4Ra, ont montré que 1'[L-4 seule était rapidement éliminée
de la circulation (Ma et al. 1996). La présence de sIL-4Ra entraine une augmentation
dose-dépendante de sa 1/2 vie concomitamment & une diminution de sa clairance sanguine
et de son élimination urinaire. La liaison au sIL-4Ro protege aussi 1'1L-4 contre
l'inactivation protéolytique in vivo, contribuant a un niveau d'IL-4 bioactive dans la
circulation plus élevé.

Ainsi, les récepteurs solubles sont capables d'altérer les caractéristiques
pharmacocinétiques de leur cytokine, de prolonger leur 1/2 vie dans la circulation et de
réduire leur clairance. De tels effets vont dans le sens d'une potentialisation de 1'activité de

leur cytokine in vivo.

(5) Sensibilisation.

Certains récepteurs solubles sont capables de sensibiliser certaines cellules a
l'action d'une cytokine. Les cellules n’exprimant que la gp130 membranaire sans la chaine
IL-6R sont inaptes a répondre a I’IL-6 car I’'IL-6 ne peut se fixer sur la gp130. Cependant,
le complexe composé de I’IL-6 liée a son récepteur soluble, sIL-6R, sensibilise ces cellules

a répondre a I’IL-6 (Peters et al. 1998).
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Recepteurs Protéolyse (P) Fonctions Références
Epissage Alternatif (EA)
IL-1R; P Role de IL-1RA (Dinarello 1998)
IL-1Ry P Roéle de IL-1RA (Dinarello 1998)
IL-2R P Antagoniste (Nelson and Willerford 1998)
IL-3R ? Antagoniste (Mangi and Newland 1999)
IL-4R P+EA Antagoniste (Gessner and Rollinghoff 2000)
IL-5R EA Protéine non détectée (Weltman and Karim 2000)
IL-6R P+EA Sensibilisation (Jones et al. 2001)
Transsignalisation (Montero-Julian 2001)
IL-7R EA Protéine non détectée (Hofmeister et al. 1999)
IL-9R EA Protéine non détectée (Demoulin and Renauld 1998)
IL-10R ? Antagoniste (Moore et al. 2001)
IL-11R ? Sensibilisation (Borbolla et al. 2001)
Transsignalisation
p40-1L-12 ? Antagoniste (Adorini 1999)
IL-13R ? Antagoniste (Murata et al. 1999)
IL-15R P Antagoniste (Waldmann et al. 2001)
(Budagian et al. 2004)
IL-18-BP EA Antagoniste (Nakanishi et al. 2001)
IL-22 Sécrété Antagoniste (Dumoutier et al. 2001)
(Kotenko et al. 2001)
CNTF-R P Agoniste quand complexé (Davis et al. 1993)
Sécrété complexé avec CLC (Baumann et al. 1996)
avec CLC
CT-1 ? ?
CLC-R uniquement soluble Chaperon (Elson et al. 2000)
CLC/CLF
CLC/sCNTFR
TNF-R; P Inhibition (Wajant et al. 2001)
TNF -Ry P Inhibition (Wajant et al. 2001)
gpl30 EA Inhibition de la (Montero-Julian 2001)
Transsignalisation
LIF-RB EA Antagoniste (Auernhammer and Melmed
2000)
OSM-Rp EA? ? (Gomez-Lechon 1999)
IL-2Rp EA ? (Nelson and Willerford 1998)
IL-2Ry P Antagoniste (Meissner et al. 2001)

Tableau 1 : Les Différents Récepteurs Solubles de Cytokines, leurs Modes de Production et

leurs Actions.
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III. Les propriétés des récepteurs solubles et leurs
implications dans les pathologies: cas du sIL-2Ra.

Des corrélations entre le niveau d'expression de certains récepteurs solubles
(notamment le sIL-2Ra, le sIL-6Ra, et le TNFa) dans le sérum et certaines pathologies
ont été observées. Leur niveau d'expression peut étre utilisé¢ a des fins diagnostiques ou

comme marqueur pronostique dans différentes conditions cliniques.

L'TL-2 est une cytokine produite par les lymphocytes T CD4 et certains CDS8. En
plus d'étre le principal facteur de croissance des cellules T, elle stimule la croissance et la
différenciation des précurseurs de cellules T cytotoxiques et des cellules NK, la
prolifération et la différenciation des cellules B humaines et 1'activation des monocytes.
Les récepteurs de I'IL-2 fonctionnels sont composés de trois sous-unités différentes, IL-
2Ra, IL-2Rp et IL-2Ry. L'IL-2Ra isolée lie I'[L-2 avec une faible affinité, et est incapable
de générer un signal en I'absence des deux autres sous unités (Lowenthal and Greene 1987;
Wang and Smith 1987).

Les stimulations antigénique ou mitogénique des lymphocytes B et T n'entrainent
pas seulement l'induction de la sous-unit¢ IL-2Ro membranaire mais également la
génération et la sécrétion de chaines o tronquées (Rubin et al. 1985; Osawa et al. 1986;
Wagner et al. 1986). Ces récepteurs solubles, sIL-2Ra., sont approximativement 10 a 15
kDa plus courts que la forme membranaire, tout en conservant les propriétés de liaison a
I'lL-2 (Josimovic-Alasevic et al. 1988). L'affinité de liaison du sIL-2Ra pour I'IL-2 est
similaire a celle retrouvée pour la chaine oo membranaire isolée, mais environ 1000 fois
inférieure au complexe trimérique ofyy (Jacques et al. 1987; Baran et al. 1988). Cela
explique la relative inefficacité du sIL-2Ra a bloquer la liaison de 1'lL-2 au récepteur IL-
2Ra biologiquement actif sur les cellules. Il a néanmoins été montré, in vitro, que l'activité
et la liaison de I'IL-2 sont inhibées en utilisant de fortes concentrations de sIL-
2Ra (Treiger et al. 1986; Kondo et al. 1988). Plusieurs études ont mis en évidence
l'existence d'un sIL-2Ra endogéne, potentiellement responsable d'une activité inhibitrice

des fonctions de la cellule T, dans les sérums et liquides biologiques dans des conditions
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pathologiques, comme la polyarthrite rhumatoide (Symons et al. 1988) et la leishmaniose
viscérale humaine (Barral-Netto et al. 1991).

La génération du sIL-2Ra est médiée par le clivage protéolytique de la forme liée a
la membrane. Un seul type d'ARN messager code pour la chaine totale membranaire, IL-
2Ra, et il existe aucun messager issu d'un épissage alternatif codant pour une forme
soluble potentielle. Des expériences de transfection de cellules avec de 'ADNc codant
pour la forme membranaire conduisaient non seulement a l'expression de la chaine a la
surface des cellules mais également a la présence d'une forme soluble dans le surnageant
de culture (Rubin and Nelson 1990). Les cellules néoplasiques et infectées par le HTLV-1
dans lesquelles l'expression de I'L-2Ra est constitutive, produisent aussi de grandes
quantités de sIL-2Ra. L'identité des protéases responsables de la génération du sIL-2Ra
est encore imprécise. Cependant une étude a montré que le clivage protéolytique de la
forme membranaire de I’IL-2Ra, a la surface des lymphocytes T, peut étre induit par des
MMPs (MMP-2 et MMP-9) dérivées de tumeurs et ainsi, supprime la capacité proliférative
des cellules T (Sheu et al. 2001). Il a également été montré que Der pl, un allergéne a
activité cystéine protéase, est capable de couper 1'IL-2Ra de la surface des cellules T du
sang périphérique, ce qui a pour conséquence d'inhiber la propagation des cellules Thl et
de favoriser le développement d'une réponse Th2 associée a un environnement allergique
(Schulz et al. 1998).

De faibles concentrations de sIL-2Roa sont retrouvées dans le sérum et l'urine
d'individus sains, témoignant d'un niveau basal d'activation immunologique (Rubin et al.
1985). L'augmentation d'expression de sIL-2Ra dans le sérum a été observée dans diverses
conditions cliniques, comme les maladies infectieuses et autoimmunes. Le niveau
d'expression de sIL-2Ra a été validé comme un bon indicateur de l'activité pathologique
et/ou de la progression de ces maladies, et a un impact direct sur le pronostic de la
maladie. Dans le cas de néoplasies hématologiques, comme les pathologies associées a
l'infection au HTLV-1, les leucémies a cellules chevelues, et le lymphome de Hodgkin, le
taux sérique de sIL-2Ra reflete la charge tumorale totale, et son accroissement est associé
a la progression de la maladie (Richards et al. 1990; Ambrosetti et al. 1993; Kamihira et
al. 1994). De plus, une augmentation de la moyenne des taux de sIL-2Ra., corrélée avec la
progression naturelle de la maladie, a été observée chez les patients atteints du virus de
I'immunodéficience humaine (VIH) (Prince et al. 1988; Honda et al. 1989). Dans les

maladies autoimmunes comme la polyarthite thumatoide ou le lupus erythemateux, les
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taux de sIL-2Ra sont corrélés avec une forme active de la maladie (Semenzato et al. 1988;
Symons et al. 1988; Tokano et al. 1989). Des taux élevés de sIL-2Ro ont aussi été
observés dans de nombreux types d'infection virales, bactériennes et parasitiques,
probablement reflétant I'état d'activation immunologique (Josimovic-Alasevic et al. 1988;
Brown et al. 1989; Muller et al. 1989). Enfin, des taux élevés de sIL-2Ra servent au
pronostic de rejet dans des cas de transplantation (Perkins et al. 1989; Bock et al. 1994).
En conclusion, la mesure des taux d'expression de sIL-2Ra dans les sérums et/ou
dans les liquides biologiques représente un outil relativement simple et non invasif pour
I'observation de l'activité, associée a une activation immunologique, de différentes

maladies, de leurs réponses aux traitements et de leurs pronostics.

IV. Les formes solubles de complexes cytokine /
récepteur.

A. Le systéme IL-6.

1. 000000 e

L'TL-6 est une cytokine multifonctionnelle qui agit sur une grande variété de
cellules. Parmi ces diverses activités, on peut noter l'induction d'immunoglobulines
sécrétées par les cellules B activées, la stimulation de prolifération des cellules
d'hybridomes, de myélomes ou de plasmocytomes, la régulation de la réponse de la phase
aigue, I'hématopoicse, et la mitogénese des cellules T. Les effets de 1'lL-6 sont médiés par
le biais de son récepteur fonctionnel, IL-6R. L'IL-6R est un hétérodimere composé de la
chaine a du IL-6R et d'une sous-unité transductrice du signal gp130, qui est patagée avec
I'OSM-R ("Oncostatin-M Receptor"), le LIF-R ("Leukemia Inhibitory Factor Receptor") et
le CNTF-R ("Ciliary Neutropic Factor Receptor")

La gpl130 est exprimée par un grand nombre de cellules, alors que I'lL-6Ra est
principalement exprimé par les hépatocytes, les monocytes/macrophages et quelques
lymphocytes (Fernandez-Botran et al. 1996).

Le récepteur soluble de 1'IL-6 (sIL-6Ra) seul fixe 1'L-6 avec une faible affinité,
mais la présence de la sous-unité transductrice du signal (gp130) résulte en la formation

d'un récepteur de haute affinité. Au contraire des autres récepteurs solubles, le complexe
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formé entre le sIL-6Ra et I'IL-6 est capable d'interagir avec la sous-unité transductrice a la
surface des cellules cibles et, est donc biologiquement active. Par conséquent, le sIL-6Ro a
¢été observé comme favorisant l'activité biologique de 1'IL-6, que ce soit in vitro comme in
vivo (Fernandez-Botran et al. 1996). (Figure 12)

Bien que les études originales aient montré que le sIL-6Ro était généré
exclusivement par clivage protéolytique de la chaine IL-6Ro membranaire (Mullberg et al.
1993), des ARN messagers issus d'un épissage alternatif et codant pour la forme sécrétée
du sIL-6Ro ont été décrits ultérieurement dans une grande variété de cellules humaines et
de lignées cellulaires (Lust et al. 1992; Horiuchi et al. 1994). Donc le sIL-6Ra. se trouve a
la fois produit par les deux mécanismes. Les signaux régulant la production de sIL-6Ra ne
sont pas clairement décrits, mais l'activation cellulaire et plus particulierement les
mitogenes et autres activateurs de la protéine kinase C (PMA), ont ét¢ montrés comme
augmentant fortement leur production par les cellules hépatiques et lymphoides (Mullberg
et al. 1993; Korholz et al. 1994).

Le sIL-6Ra est retrouvé dans le sérum et l'urine d'individus sains (Novick et al.
1989; Fricling et al. 1994). Le taux de sIL-6Ra augmente dans de nombreuses conditions
cliniques, comme les maladies inflammatoires et les gammapathies monoclonales. La
production de sIL-6Ra par les lignées cellulaires promyélocytiques et T est augmentée en
réponse aux infections par le HTLV-1 ou le VIH, et des taux ¢levés de sIL-6Ra ont été
retrouvés chez les patients séropositifs pour le VIH (Honda et al. 1992). De tels taux
peuvent potentialiser l'activité de I'IL-6 in vivo, avec des conséquences plus ou moins
délétéres, comme une augmentation de la sensibilité des cellules de myélomes a 1'[L-6
(Gaillard et al. 1993; Greipp 1994). Il a été montré chez la souris que le taux de sIL-6Ra
sérique augmente graduellement au cours de la grossesse, et les cellules déciduelles ont été
identifiées comme la source active de production du sIL-6Ra (Maeda et al. 1994). De
telles observations suggérent que la potentialisation de l'activité de I'L-6 in vivo doit
¢galement jouer un réle physiologique lors de la gestation.

D'autres conditions cliniques ont été associées a une diminution du taux sérique de
sIL-6Ra.. Les patients atteints d'une sepsis sévere ont un taux d'IL-6 ¢élevé dans le sérum,
mais un taux faible de sIL-6Ra. De plus, un taux sérique faible de sIL-6Ra a été montré
chez les patients souffrant de schizophrénie et de polyarthrite rhumatoide juvénile. La

signification clinique de la réduction des taux de sIL-6Ra n'est pas claire, mais il semble
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que ce soit une réponse du systetme immunitaire pour réguler négativement l'activité¢ de

I'[L-6 dans les conditions ou elle est sur-produite (Fernandez-Botran et al. 1996).

2. OJIJT anssignalisation.

Bien que la plupart des formes solubles de récepteurs de cytokines agissent comme
antagonistes en entrant en compétition avec leur forme membranaire pour leur ligand,
certains récepteurs solubles sont agonistes. Dans ce cas, le complexe formé du récepteur
soluble et de sa cytokine se fixe a la surface des cellules cibles a une autre sous-unité
réceptrice qui transmet le signal a la cellule.

Classiquement, la liaison de I'IL-6 a la forme membranaire du IL-6Ro engendre le
recrutement de 2 molécules membranaires de gp130 formant un complexe IL-6 tétra- ou
hexamérique actif (Grotzinger et al. 1999). Seul le complexe IL-6/sIL-6Ra est capable de
fixer les gp130, alors que les molécules individuellement en sont incapables. Au méme
titre que le systéme IL-12, le complexe IL-6/sIL-6Ra constitue la cytokine active (Gearing
and Cosman 1991; Oppmann et al. 2000). L'homodimérisation de deux gp130 enclenche la
phosphorylation des gp130 et des STATs (STATTI et 3) par les JAKs (JAK1 et 2, et TYK2)
constitutivement associées aux gpl130 (Heinrich et al. 1998). L'IL-6Ra n'est pas impliqué
dans la signalisation.

Le complexe IL-6/sIL-6Ra peut activer des cellules cibles exprimant des gp130 a
leur surface. Ce processus est appelé transsignalisation (Rose-John and Heinrich 1994)
(Figure 11A). Le complexe IL-6/sIL-6Ra peut soit potentialiser l'activité de 1'lL-6 sur les
cellules exprimant IL-6Ro membranaire (Mackiewicz et al. 1992; Peters et al. 1996;
Peters et al. 1998), soit augmenter le panel de cellules cibles sensibles a 1'L-6 qui sont
dépourvues de I'lL-6Ra. Les cellules souches embryonnaires, les cellules progénitrices
précoces hématopoiétiques, de nombreuses cellules nerveuses, les cellules musculaires
lisses et les cellules endothéliales, entre autre, répondent a I'L-6 seulement en présence du
sIL-6Ra (Jones and Rose-John 2002; Rose-John 2003). Le sIL-6Ra peut aussi protéger
I'IL-6 contre la dégradation protéolytique dans les sites inflammatoires (Bank et al. 2000).
Néanmoins, l'activité du complexe se trouve limitée par la présence d'une forme soluble de
gp130, la sgp130, dans le sérum, qui entre en compétition avec la forme membranaire de

gp130 pour le complexe (Muller-Newen et al. 1998). Il a été suggéré qu'in vivo, le sIL-
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6Ra jouerait un role antagoniste de I'lL-6 en formant un complexe ternaire IL-6, sIL-6Ra
et sgp130 (Muller-Newen et al. 1998). Il a été montré, plus précisément, que la sgp130
inhibe seulement I'effet de 1'lL-6 passant par le sIL-6Ra., et non celui transmis via la forme
gp130 membranaire (Jostock et al. 2001).

La gp130 soluble est aussi capable d'inhiber l'activité biologique d'autres cytokines
qui utilisent au sein de leur complexe récepteur la gpl130 (OSM, LIF, et CNTF). Il a
récemment été décrit que le CNTF n'agit pas seulement avec le CNTFR membranaire ou
soluble mais également avec I'IlL-6Ra. sous ses deux formes (Schuster et al. 2003).

L'assemblage du complexe IL-6 possede une capacité propre d'auto-inhibition en
réponse a un surplus d'IL-6 comme ce qui a été déja montré dans le cas de l'insuline
(Grotzinger et al. 1999). De faibles concentrations en IL-6 et sIL-6Ro suggerent
l'induction de formes actives de complexes tétramériques, alors que de fortes
concentrations transforment le tétramere en hexamere inactif. De plus, le ratio entre I'1L-6,
I'TL-6Ra. et le nombre de gpl130 a la surface des cellules cibles, peut déterminer si la

cellule répondra ou non a 1'IL-6 (Peters et al. 1998).

3. 1I' Hyper-IL-6.

Une protéine de fusion a été construite entre les domaines de 1'L-6 et du sIL-6R
nécessaires a la fonction biologique. Les deux protéines sont liées covalemment par un
linker polypeptidique flexible. La protéine recombinante se replie correctement et est
biologiquement active. La protéine de fusion, appelée Hyper-IL-6, est 100 a 1000 fois plus
active que le mélange d'IL-6 et de sIL-6Ra séparé. De nombreuses cellules, comme les
cellules progénitrices hématopoiétiques, les cellules neuronales, les cellules endothéliales,
les cellules musculaires lisses, qui ne répondent pas a I'IL-6, montrent une forte réponse a
'Hyper-IL-6 (Fischer et al. 1997; Renne et al. 1998; Jones and Rose-John 2002; Hacker et
al. 2003) (Figure 11B).

Cette approche a aussi été utilisée pour d'autres cytokines. Ainsi, il a été construit
une protéine de fusion entre 1'IL-11 et un récepteur soluble sIL-11R (Pflanz et al. 1999). La
protéine de fusion CNTF/sCNTFR a ¢ét¢é montrée comme amplifiant l'activité
neurotrophique sur les neurones primaires de 1'hippocampe (Sun et al. 2002) (Figures

11C, D).
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4. Autres complexes cytokine/récepteur de la famille
IL-6.

Le CNTF s'associe a son récepteur soluble SCNTFR pour former un hétérodimere
biologiquement actif. Le complexe CNTF/sCNTFR se fixe sur un complexe récepteur
formé de gp130 et de la chaine réceptrice du LIF (LIFR).

CLC peut étre sécrété¢ en association avec soit le sSCNTFR soit avec un autre
homologue de la chaine a, le CLF-1 ("Cytokine-Like Factor-1"), et forment deux
hétérodiméres différents. Le complexe CNTFR/CLC est actif sur les cellules exprimant la
gpl130 et le LIFR, alors que le complexe CLC/CLF-1 nécessite la présence du CNTFR
membranaire (Trinchieri et al. 2003) (Figure 12).

B. La famille 1L.-12.

1. Caractéristiques.

L'IL-12 est une cytokine hétéro-dimérique composée de deux sous-unités, p35 et
p40, liées par deux ponts di-sulfures (Gately et al. 1991; Gubler et al. 1991; Wolf et al.
1991). La sous-unité p40 est homologue aux récepteurs de cytokines, alors que la sous-
unité p35 est similaire a 1'I[L-6 et au G-CSF (Merberg et al. 1992). Les génes codant pour
p35 et p40 sont localisés sur deux chromosomes différents, respectivement le 3 et le 5.
L'expression protéique de ces sous-unités est régulée de maniére indépendante. Quand ces
deux sous-unités sont co-exprimées dans la méme cellule, elles forment un hétéro-dimere
p70 biologiquement actif (Gubler et al. 1991) (Figure 12).

La p40 peut étre produite sous forme de monomeéres ou d'homodiméres (p40) en
large exces par rapport a 'hétérodimére p70 in vitro et in vivo. Les homo-diméres de p40
sont antagonistes de p70 chez la souris (Gately et al. 1996), mais sont sans effet chez
I'homme (Ling et al. 1995). La p40 aurait un role chimio-attractant pour les macrophages

(Ha et al. 1999). La p35 n'est, quant a elle, pas sécrétée sous forme monomérique.

2. Les effets biologiques de 1'IL-12.
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Une des fonctions principales de I'IL-12 est sa capacité a induire d'autres cytokines,
en particulier 1'IFNy par les cellules T et NK. L'IFNy stimule l'activité¢ bactéricide des
cellules phagocytaires, ce qui amplifie la réponse immune innée. La production d'IFNy
induite par I'IL-12 dans les cellules T, B et NK, est amplifiée par I'L-18 en synergie. L'IL-
12 entraine une augmentation du taux d'expression du IL-18R. L'IL-12, en particulier avec
I'IL-18, peut induire la production d'IFNy par les CPA. De plus 1'L-12 amplifie 'activité
cytolytique des cellules NK et T (Watford et al. 2003).

La principale fonction de I'IL-12 est sa régulation de la réponse immunitaire
adaptative. Les cellules Thl produisent de 1TFNy et assurent l'immunité a médiation
cellulaire, qui est essentielle pour la réponse contre les pathogenes intra-cellulaires. L'IL-
12 est la cytokine principale régulant la différentiation Thl et présente de nombreuses
fonctions pour promouvoir I'immunité a médiation cellulaire (Dong and Flavell 2001;
O'Shea et al. 2002; O'Shea and Paul 2002). L'IL-12 et I'lFNy ont une action antagoniste sur
la différentiation Th2 et la production d'TL-4, IL-5 et IL-13.

3. Structure du récepteur de 1'IL-12.

Le récepteur de 1'L-12 est constitué¢ de deux sous-unités, B1 et B2, qui sont
structurellement proches de la superfamille des récepteurs de cytokines de type I et sont
homologues a la chaine gp130 (Chua et al. 1994; Chua et al. 1995; Presky et al. 1996).
L'affinité de I'lL-12 pour chaque sous-unité seule est faible, et la co-expression de B1 et B2
est nécessaire pour la formation d'un récepteur de haute affinité (Presky et al. 1996). La
p40 de 1'l[L-12 interagit avec la sous-unité B1, et la p35, principalement, avec 2. La sous-
unité B2 est la chaine transductrice du récepteur de 1'lL-12. La sous-unité 1 apparait plus
importante pour la liaison de I'IL-12. Elle ne semble pas dotée d'activité transductrice et ne

posséde pas de résidus tyrosine intracellulaire (Figure 12).

4. L'IL-23 et I'IL-27.

La sous-unité p40 de 1'IL-12 peut s'apparier avec une deuxiéme sous-unité, p19, qui
possede des homologies avec p35, IL-6 et G-CSF. Les produits bactériens induisent la

production de pl19 par les macrophages, les cellules dendritiques, les cellules T et les
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cellules endothéliales. La sous-unité p19 requiert la co-expression de p40 pour sa sécrétion,
associées, elles forment une nouvelle cytokine, 1'L-23 (Oppmann et al. 2000). Comme
I'TL-12, I'IL-23 active la production d'IFNy par les cellules dendritiques et les cellules T
(Belladonna et al. 2002). Une fonction propre a 1'L-23 est d'assurer la prolifération de
cellules T mémoires (Oppmann et al. 2000). L'IL-23 lie un récepteur composé de 1'L-
12RB1 et une deuxiéme chaine, IL-23R (Parham et al. 2002). Le géne de I'IL-23R est
localisé a 150kb de celui de 1'lL-12RB2 sur le chromosome 1 (Figure 12).

L'IL-27 est une nouvelle cytokine hétérodimérique identifiée composée de I'EBI3
("Epstein-Barr virus-induced gene 3") et une nouvelle sous-unité, p28 (Pflanz et al. 2002).
La p28 est homologue a la sous-unité p35, et EBI3 est proche de p40 et ressemble a un
récepteur soluble (Devergne et al. 1997). La co-expression des deux-unités est nécessaire
pour une sécrétion efficace d'TL-27. La production d'IL-27 est restreinte aux cellules
my¢loides avec des niveaux ¢levés d'expression dans les monocytes et les cellules
dendritiques activés par le LPS. L'IL-27 induit préférentiellement la prolifération des
lymphocytes T naifs, mais pas des mémoires, en combinaison avec l'engagement du TCR
(Pflanz et al. 2002). L'IL-27 agit seul ou en synergie avec I'L-12 sur la production d'TFNy
et donc joue un rdle dans la polarisation Thl. L'IL-27 lie un récepteur WSX-1 / TCCR, un
autre récepteur possédant des homologies avec la gp130 (Chen et al. 2000; Yoshida et al.
2001). Le WSX-1 est exprimé principalement sur les lymphocytes T. Le WSX-1 apparait
nécessaire, mais non suffisant pour la signalisation de I'L-27. Une seconde sous-unité
transductrice différente des chaines B1 et B2 est impliquée dans la signalisation. Il s'agit de

la gp130 (Pflanz et al. 2004) (Figure 12).
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Figure 12 : Récepteurs Multimériques Fonctionnels des Cytokines de la Famille IL-6 / IL-12.
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V. Les récepteurs solubles de cytokines en
thérapie.

Les cytokines constituent des cibles intéressantes pour des approches
thérapeutiques, du fait de leurs implications fondamentales dans I'établissement de
nombreuses pathologies. Les différentes formes solubles de récepteurs sont impliquées
dans la régulation endogene de 'activité cytokinique. Ces récepteurs solubles présentent de
nombreux avantages comme leur spécificité, leur haute affinit¢ et leur faible

immunogénicité, et peuvent ainsi constituer des agents thérapeutiques d'intérét.

A. Récepteurs solubles comme agents
thérapeutiques.

L'aptitude des récepteurs solubles a spécifiquement lier et inhiber l'effet biologique
de leur cytokine est a la base de l'intérét porté pour leur utilisation en thérapie, avec

cependant des avantages et des inconvénients.
1. Avantages.

L'avantage certain de l'utilisation des récepteurs solubles par rapport a d'autres
médicaments est leur haute spécificité, permettant de ne pas affecter les autres cytokines.
Cette thérapie par récepteurs solubles permet de mieux préserver I'immunocompétence de
I'héte contrairement aux médicaments immunosuppressifs peu spécifiques. Un autre
avantage présenté par la majorité des récepteurs solubles est leur haute affinité pour leur
ligand, faisant d'eux de puissants inhibiteurs. Comme les récepteurs solubles naturels
dérivent de molécules endogenes, ils ne sont pas immunogenes, ce qui évite le
développement d'une réponse humorale par 1'hote. De plus, il a ét¢ montré que les
récepteurs solubles étaient faiblement toxiques pour l'organisme (Fernandez-Botran et al.

2002).
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2. Inconvénients.

Les récepteurs montrent tout de méme certaines limites quant a leur utilisation
comme agents immunothérapeutiques. Les cytokines sont impliquées dans de nombreuses
manifestations pathologiques dans différents types de maladies, et leur production et leur
sécrétion sont souvent la résultante de causes sus-jacentes. Donc, les récepteurs solubles ne
vont pas nécessairement agir a la source de la maladie. Les récepteurs solubles présentent,
également, une demie vie courte de l'ordre de quelques heures (Jacobs et al. 1991). Pour
pallier ce probleme, des protéines de fusion ont été construites entre le récepteur et la partie
Fc d'une immunoglobuline ou par l'addition de molécules de PEG ("Polyéthyléne Glycol")
(Kurschner et al. 1992; Mohler et al. 1993; Richter et al. 1999). De plus, a cause de leur
nature protéique, les récepteurs solubles sont les cibles de nombreuses protéases et
nécessitent des conditions de stockage spéciales et ne peuvent pas étre administrés
oralement. Enfin, une limite supplémentaire est la dissociation du complexe

cytokine/récepteur surtout si le récepteur soluble n'est pas en concentration suffisante.

B. Utilisation clinique et applications.

a) Maladies inflammatoires.

Les cytokines pro-inflammatoires sont impliquées dans de nombreuses
manifestations pathologiques de maladies inflammatoires aigues et chroniques
(polyarthrite rhumatoide, sclérose miultiple, maladie inflammatoire de l'intestin). Une
approche thérapeutique consiste a bloquer l'activité de ces cytokines, en particulier en haut
de la cascade inflammatoire, comme le TNFa et 1'L-1 (Akira et al. 1990; Dayer and
Burger 1994; Aderka 1996). L'inhibition du TNFa par le sTNFR ou des anticorps
représente une nouvelle approche thérapeutique pour le traitement de ces maladies
inflammatoires (Fernandez-Botran 1999). En effet, I'agent thérapeutique le plus avancé en
terme de développement clinique est le Etanercept (Enbrel; Immunex) (Mohler et al. 1993)
qui est formé de la fusion entre le récepteur soluble du TNF de type Il avec un fragment Fc
d'une IgG1 humaine. Cet antagoniste du TNFa est le premier récepteur soluble a avoir été

utilisé chez I'homme.
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b) Asthmes et allergies.

Les allergies sont liées a l'activation et la prolifération anormalement ¢levée des
cellules Th2 et a l'action des cytokines produites par ces cellules, en particulier I'lL-4. En
effet, 1'IL-4 est essentiel a la production des anticorps IgE par les mastocytes (Pauwels et
al. 1998). L'IL-5 et a un degré moindre, I'IL-3 et le GM-CSF, sont impliqués dans

l'activation des €osinophiles chez les patients atteints d'asthme.

¢) Régulations immunitaires.

La différenciation des cellules T CD4, en Thl ou Th2, est régulée par différentes
cytokines. L'IL-12, I'IFNy et I'lL-18 assurent la différenciation des cellules T CD4 en Thl,
alors que I'IL-4, I'IL-10 et le TGFP dirigent les cellules vers la voie Th2 (Romagnani
2000). 11 est possible de moduler la différenciation des cellules T CD4 in vivo en inhibant
I'un ou l'autre groupe de cytokines. De telles applications sont prometteuses pour le

traitement des maladies inflammatoires et infectieuses.

d) Facteurs de croissance autocrine pour les cellules
tumorales.

Plusieurs cytokines sont connues pour assurer la prolifération autocrine des cellules
malignes, comme I'IL-6 pour le myélome multiple (Taga and Kishimoto 1997) ou encore,
I'IL-2 pour la leucémie a lymphocytes T (Rubin and Nelson 1990). L'inhibition de ces
cytokines pourrait permettre de limiter et contrdler la croissance de la population cellulaire

tumorale.

C. Observations cliniques.

Il est nécessaire de prendre en considération la redondance fonctionnelle des
cytokines. Ainsi, plusieurs cytokines peuvent avoir des effets biologiques similaires
(Fernandez-Botran 1999). De plus, les cytokines n'agissent pas isolées mais plutot en

cascades cytokiniques. Donc, l'inhibition d'une seule cytokine n'est pas nécessairement
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suffisante pour modifier l'avancée de la maladie. Il est donc préférable d'inhiber la cascade
de cytokine au niveau de son origine (TNFo pour le traitement des maladies
inflammatoires) ou de cibler des cytokines qui possedent une activité trés spécifique (IL-4
pour la production d'IgE par les mastocytes).

L'analyse des effets secondaires rencontrés lors de l'utilisation du sTNFR pour
soigner la sepsie sévere, a permis de montrer que le fait d'inhiber d'une cytokine
particuliére pour prévenir de son effet pathogeéne peut engendrer une réaction de 1'hote et
altérer ses défenses contre d'autres infections ou maladies. Ainsi exemple, l'inhibition du
TNFo abroge l'effet pro-inflammatoire associé a cette cytokine, mais en revanche
augmente la sensibilit¢ de 1'hote aux infections. De méme, l'inhibition de 1'lL-4 réduit
l'asthme et les allergies, mais favorise le développement de maladies autoimmunes en

altérant la balance Th1/Th2 physiologique (Fernandez-Botran et al. 2002).

Application Récepteurs solubles de cytokines

Maladies inflammatoires STNFR-I et sSTNFR-II
SIL-1R-I et sIL-1R-II
sgpl130
IL-18-BP

Asthme et allergies sIL-4R
sIL-5R
sIL-13R

Modulation de la différenciation Th1/Th2 pro Thl sIL-4R
sIL-10R
pro Th2 sIFNy
sIL-12R
1L-18-BP

Croissance autocrine des cellules tumorales SIL-1R-I et SIL-1R-II
sIL-2R
sgp130

Tableau 2 : Récepteurs Solubles et leurs Applications.
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AVANT PROPOS

Cette étude est scindée en trois parties incluant deux articles, I'un publié dans le
Journal of Immunology, et le second en soumission dans le Journal of Biological

Chemistry.

Dans la premiére étude, nous avons mis en évidence une forme soluble naturelle de
la chaine o de 1'[L-15R (sIL-15Ra) issue d'une coupure protéolytique de la forme
membranaire. Le sIL-15Ra présente des propriétés fortement inhibitrices de 1'action de
I'[L-15 (Article I).

Nous avons ensuite ¢étudi¢ les propriétés agonistes d'une forme soluble
recombinante du domaine sushi de fixation de 1'lL-15 (sIL-15Ra-sushi), sur les cellules
exprimant les chaines réceptrices IL-2Rp et y.. Afin d'optimiser cet effet agoniste, nous
avons construit des protéines de fusion constituées d'une molécule d'IL-15 li¢e, grace a un
linker flexible, a une molécule de sIL-15Ra-sushi (Article II).

L'TL-15 est une cytokine fortement régulée et n'est détectable que dans certains cas
pathologiques. Dans la troisiéme partie de ce travail, nous nous sommes intéress¢s, en
particulier, a la maladie de Crohn (MC), une maladie inflammatoire de l'intestin. La MC
présente, dans sa phase aigue, des taux relativement ¢levés d'IL-15. Au cours de cette étude
préliminaire, nous avons mis en évidence 1'existence du sIL-15Ra in vivo chez les patients
atteints de MC, notamment lors du traitement des patients par des anticorps anti-

TNFo (Rémicade®).
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I. Mise en évidence d'une forme soluble de la
chaine alpha du récepteur de 1'IL-15.

A. Résumé.

L'TL-15 et 1TL-2 sont deux cytokines trés proches structurellement et
fonctionnellement. Leurs récepteurs de haute affinité partagent les chaines réceptrices IL-
2R et y., et leurs spécificités de réponse sont conférées par des chaines o privées, IL-
15Ra et IL-2Ra. Bien que l'action de I'IL-2 semble restreinte a la réponse adaptative T,
I'lL-15 apparait cruciale dans la réponse immunitaire innée. De plus, l'expression
ubiquitaire de 1'IL-15 et de sa chaine IL-15Ra montre que ce systéme semble avoir de
multiples roles dans différents tissus et types cellulaires. A l'aide d'une méthode de dosage
sensible, nous avons montré I'existence d'une forme soluble de la chaine o du récepteur de
I'IL-15, sIL-15Ra. Cette forme est issue d'un clivage protéolytique constitutif de la forme
membranaire de la chaine IL-15Ra a la surface de différentes lignées cellulaires ou de
COS-7 transfectées avec 'ADNc codant pour la forme totale de la chaine IL-15Ra. Cette
libération est fortement augmentée aprés l'action de la PMA et de la ionomycine, et
également, mais a un niveau plus faible, aprés stimulation par des cytokines pro-
inflammatoires, IL-1p3 et TNFa. L'analyse des mutants de 1'ectodomaine de I'l[L-15Ra et la
taille de la forme soluble (42 kDa), rendent compte de l'existence de différents sites de
clivage a proximité de la membrane plasmique. La coupure protéolytique induite par la
PMA est abrogée aprés action d'un inhibiteur de metalloprotéases de la matrice, le
GM6001. Ce dernier est sans effet sur le clivage constitutif, ce qui suggére I'existence de
deux mécanismes distincts de protéolyse. Le sIL-15Ra lie avec une forte affinité 1'[L-15. 11
exerce une action inhibitrice sur la fixation de I'lL-15 sur sa chaine réceptrice ainsi que sur
la prolifération cellulaire dépendante de 1'[L-15. Ces résultats suggerent que la coupure
protéolytique de la forme membranaire de 1'lL-15Ra et la libération de la forme soluble,

jouent un role important dans la régulation de la réponse immunitaire.
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B. Introduction.

De nombreux récepteurs solubles de cytokines ont été décrits et correspondent a la
partie extra-cellulaire du récepteur membranaire. Ces récepteurs solubles sont retrouvés
dans les surnageants de culture et dans certains liquides biologiques humains et murins.

L'TL-2 et IL-15 sont deux cytokines proches ayant des effets biologiques similaires
in vitro. Cette redondance s'explique par le fait qu'elle possédent des chaines réceptrices
transductrices en commun, IL-2Rp et y. (Giri et al. 1995). Leur spécificité est conférée par
leur chaine o privée. Une forme soluble de la chaine a du récepteur de I'L-2, sIL-2Ra., a
¢té mise en évidence. Cette forme est issue d'un clivage protéolytique a la surface des
lymphocytes T activés. Ce mécanisme participe a la régulation négative de l'activation
lymphocytaire T en diminuant le niveau d'expression de la chaine IL-2Ro. membranaire.
De plus le sIL-2Ra agit en tant qu'antagoniste de I'action de 1'IL-2 (Nelson and Willerford
1998). Cependant, cette chaine soluble, comme la chaine membranaire, lie I'L-2 avec une
faible affinité et donc, de fortes concentrations sont nécessaires pour neutraliser l'effet de
I'lL-2 in vitro (Jacques et al. 1987). Une ¢étude récente a montré que le clivage
protéolytique de la forme membranaire de I'IL-2Ra., a la surface des lymphocytes T, peut
étre induit par des métalloprotéases (MMPs) dérivées de tumeurs et ainsi supprime la
capacité proliférative des cellules T (Sheu et al. 2001).

Le but initial de mon sujet de these était de rechercher si, a I’instar de ce qui avait
été décrit pour le systéme IL-2, une forme soluble de la chaine spécifique du récepteur a
I’IL-15 pouvait exister, et quelles ¢étaient ses caractéristiques moléculaires et
fonctionnelles. Une telle forme soluble devait, si elle conservait la haute affinité de la

forme membranaire, constituer une molécule régulatrice importante et efficace.

C. Résultats.

Nos travaux ont effectivement conduit a I’identification d'une telle forme soluble
(sIL-15Ra). Nous avons tout d'abord mis en évidence 1'existence de cette forme soluble a
l'aide de cellules COS-7 transfectées avec I'ADN complémentaire codant pour la forme

membranaire de 1'L-15Ra. Aprés traitement des cellules a la PMA, l'expression de la
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chaine IL-15Ra est diminuée. Afin de voir si la diminution de I'expression de I'lIL-15Ra a
la surface des cellules était corrélée avec une apparition d'une forme soluble de la chaine
IL-15Ra dans les surnageants de culture, nous avons mis au point une technique RIA
sensible, avec une limite de détection de 1 pM. Ce RIA permet la détection du sIL-15Ra
"libre", c'est-a-dire, non li¢ a une molécule d'TL-15 dans les surnageants de culture de
COS-7 transfectées. Cette forme est également produite naturellement par les cellules
exprimant la forme membranaire du récepteur, notamment de nombreuses cellules
tumorales telles les A172 (lignée de glioblastome), les TF-1 (lignée erythroleucémique), et
les Kit 225 (lignée de lymphome T). La production de sIL-15Ra, bien que constitutive,
peut étre accrue par divers stimuli, comme la PMA, la ionomycine et, a un moindre degré,
par le TNFa, ou I'IL-1p.

Par ailleurs, nos travaux ont montré que le sIL-15Ra était issu d’un mécanisme de
protéolyse. Plusieurs informations vont dans ce sens: (i) différents transcrits issus d'un
¢épissage alternatif de I'ARN messager ont ét¢ décrits dans la littérature, mais aucun ne
code pour une forme soluble du IL-15Ra, (i) la stimulation de la production du récepteur
soluble dans les surnageants de culture est corrélée avec une diminution de l'expression de
I'TL-15Ra & la surface des cellules, (iii) apres transfection de cellules COS-7 avec le
plasmide codant pour la forme totale du récepteur, ces cellules libérent dans leur
surnageant un sIL-15Ra de masse moléculaire de 42 kDa, 13 kDa plus faible que celle du
IL-15Ro membranaire. Des formes solubles de récepteur de I'IL-15 de méme masse
moléculaire (environ 42 kDa) ont aussi été observées dans des surnageants des différentes
lignées cellulaires tumorales humaines étudiées. Enfin, (iv) la production de sIL-15Ra
induite par la PMA est bloquée par le GM6001, un inhibiteur de synthése des
métalloprotéases, alors que des inhibiteurs d’autres types de protéases sont sans effet. Le
GM6001 bloque la production de sIL-15Ra induite par la PMA, bien que la libération
constitutive de sIL-15Ra ne soit pas affectée. Ainsi, deux mécanismes apparaissent
impliqués dans la génération du sIL-15Ra, dont un fait intervenir les metalloprotéases.

Par cross-linking, nous avons observé que la masse moléculaire du sIL-15Ra était
d'environ 42 kDa. Ceci nous a permis d'émettre I'hypothése selon laquelle le site de
coupure protéolytique devait se situer prés de la membrane plasmique. Afin de déterminer
le domaine de la protéine impliqué, nous avons construit différentes formes membranaires
de la chaine IL-15Ra. Malgré la délétion des domaines 3, 4 ou 5 de la chaine IL-15Ra

membranaire, une forme soluble de la chaine IL-15Ra a toujours été détectée dans les
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surnageants cellulaires. De plus, le traitement a la PMA augmente le niveau d'expression
de ces formes solubles dans le surnageant de culture de ces cellules.

Le sIL-15Ra fixe I'[L-15 avec une forte affinit¢ (Kd = 166 pM) et est capable, a de
faibles concentrations, de I'ordre du picomolaire, de bloquer spécifiquement l'interaction de
I'IL-15 avec son récepteur membranaire de haute affinité, et d'inhiber la prolifération
cellulaire induite par 1'IL-15. Ainsi, le sIL-15Ra identifié est un régulateur potentiel trés
efficace de I’action de I'IL-15. De par sa forte activité antagoniste, le sIL-15Ra est un
candidat potentiel pour des applications thérapeutiques. Des études précliniques chez la
souris ont déja montré l'intérét de formes solubles recombinantes d’IL-15Ra (Ruchatz et

al. 1998; Smith et al. 2000).
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Figure 13 : Schéma Récapitulatif de la Mise en Evidence du slL-15Ra Généré par Coupure
Protéolytique et son Action sur la Fixation Membranaire et la Prolifération Cellulaire.
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D. Article 1.

Natural, Proteolytic Release of a Soluble Form of
Human IL-15 Receptor a—Chain That Behaves as a
Specific, High Affinity IL-15 Antagonist.

(Mortier E. et al., (2004) J. Immunol.. 173 : 1681-1688)
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The Journal of Immunology

Natural, Proteolytic Release of a Soluble Form of Human
IL-15 Receptor a-Chain That Behaves as a Specific, High
Affinity IL-15 Antagonist"

Erwan Mortier, Jérome Bernard, Ariane Plet, and Yannick Jacques®

IL-15 and IL-2 are two structurally and functionally related cytokines whose high affinity receptors share the IL-2R S-chain and
v-chain in association with IL-15R a-chain (IL-15R«) or IL-2R a-chain, respectively. Whereas IL-2 action seems restricted to the
adaptative T cells, IL-15 appears to be crucial for the function of the innate immune responses, and the pleiotropic expression of
IL-15 and IL-15Re hints at a much broader role for the IL-15 system in multiple cell types and tissues. In this report, using a
highly sensitive radioimmunoassay, we show the existence of a soluble form of human IL-15Re« (sIL-15Ra) that arises from
proteolytic shedding of the membrane-anchored receptor. This soluble receptor is spontaneously released from IL-15Ra-express-
ing human cell lines as well as from IL-15Re transfected COS-7 cells. This release is strongly induced by PMA and ionomycin,
and to a lesser extent by IL-18 and TNF-ca. The size of sIL-15Ra (42 kDa), together with the analysis of deletion mutants in the
ectodomain of IL-15R¢, indicates the existence of cleavage sites that are proximal to the plasma membrane. Whereas shedding
induced by PMA was abrogated by the synthetic matrix metalloproteinases inhibitor GM6001, the spontaneous shedding was not,
indicating the occurrence of at least two distinct proteolytic mechanisms. The sIL-15Ra displayed high affinity for IL-15 and
behaved as a potent and specific inhibitor of IL-15 binding to the membrane receptor, and of IL-15-induced cell proliferation (IC,
in the range from 3 to 20 pM). These results suggest that IL-15Rea shedding may play important immunoregulatory

functions. The Journal of Immunology, 2004, 173: 1681-1688.

any soluble cytokine receptors have been described

that correspond to the extracellular portions of their

full-length transmembrane receptor counterparts.
These soluble receptors are found in cell culture supernatants and
in body fluids of humans and mice. They have been shown to keep
their ligand binding capacities and therefore to be potential regu-
lators of the biological functions of cytokines. They can either
function as natural antagonists (e.g.. IL-2Ra, IL-4R, LIF-R), bio-
logical agonists (e.g., IL-6R, CNTF-R), carrier molecules (e.g..
IL-4R), or chaperones to protect their ligands from proteolytic deg-
radation (1). Two major mechanisms responsible for the genera-
tion of these soluble receptors have been identified. The first is
related to alternative gene splicing leading to the synthesis of
mRNAs that encode soluble, truncated receptors lacking the intra-
cellular and transmembrane domains. The second is the proteolytic
cleavage of the extracellular domain of membrane-anchored re-
ceptors, mostly by metalloproteinases (2, 3).
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IL-15 and IL-2 are two structurally related cytokines that belong
to the four « helix bundle family (4). They elicit similar biological
effects in vitro, a redundancy that is explained by the common
usage within their functional high affinity receptors of the IL-2Ry
signaling complex (5). Cytokine specificity is conferred by addi-
tional private chains, IL-2R «a-chain and IL-15R «-chain (IL-
15R@),* which are structurally related (6). These two chains con-
tain structural domains (called sushi domains) previously found in
some complement and adhesion molecules (7). IL-2R a-chain con-
tains two such domains, whereas IL-15R« contains only one. One
noticeable difference is that IL-2 binds to IL-2R a-chain with an
affinity (K; = 10 nM) far lower than [L-15 to IL-15Ra (K4 = 0.05
nM). Due to the sharing of the B8y complex, both cytokines trigger
similar downstream signaling pathways including activation of
Jak-1/Jak-3 tyrosine kinases and subsequent nuclear translocation
of the phosphorylated Stat-3 and Stat-5, activation of Lck and Syk
tyrosine kinases, activation of the MAPK pathway, and induction
of Bel-2 (8, 9).

Soluble forms of the IL-2R components have been described.
The soluble IL-2R «-chain is naturally released by proteolytic
shedding from activated T cells and this shedding may represent a
mechanism that participate to the down-regulation of lymphocyte
activation, by decreasing the level of cell surface IL-2R a-chain
and subsequent lymphocyte sensitivity to the action of IL-2, and by
acting as a soluble antagonist of IL-2 action (10). The soluble
IL-2R «-chain is however, like its membrane counterpart, a low
affinity receptor for IL-2 and high concentrations are required to
exert a neutralizing effect in vitro (11). Proteolytic cleavage of
IL-2R a-chain is also a mechanism used to bias the immune re-
sponse. For example, it has been shown that the cysteine protease
Der pl, a major mite allergen, can cleave IL-2R a-chain from the

* Abbreviations used in this paper: IL-15Ra, IL-15R a-chain: sIL-15Re, soluble IL-
15Ra; MMP, matrix metalloproteinase; RIA, radioimmunoassay.

0022-1767/04/$02.00
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surface of human peripheral blood T cells, thereby inhibiting the
propagation of Thl cells and favoring the development of a Th2
associated allergic environment (12). Another example is the re-
cent demonstration that tumor-derived metalloproteinases can in-
duce the proteolytic cleavage of IL-2R a-chain on activated T cells
and suppress the proliferative capacity of cancer-encountered T
cells (13). Soluble forms of the IL-2R B-chain and IL-2R vy-chain
have also been described in vivo (14).

No report concerning a naturally produced soluble form of IL-
15R a-chain (sIL-15Ra) has been published so far. In this study,
we demonstrate for the first time that the IL-15R« can be shedded
by a metalloproteinase-dependent proteolytic mechanism, that this
sIL-15Ra retains high affinity for IL-15 binding and is able to
inhibit IL-15 biological activity at very low levels. It might there-
fore act as an important regulator of IL-15 responses.

Materials and Methods
Cvtokines, Abs, and reagents

Human IL-18, murine IL-3, and human GM-CSF were purchased from
R&D Systems (Abington, U.K.). Human rIL-15 and human TNF-a were
purchased from PeproTech (Rocky Hill, NJ) and human rIL-2 from Chiron
(Emeryville, CA). Polyclonal goat anti-human IL-15Ra Ab AF247 was
purchased from R&D Systems and the monoclonal mouse anti-human
IL-15Ra Abs M161 and M162 (IgG1 isotype) were kindly provided by
GenMab (Copenhagen, Denmark). A control isotype IgGl mouse mAb
was purchased from BD Bioscience (Le Pont de Claix, France). PE-con-
jugated goat anti-mouse F(ab’), were purchased from Beckman Coulter
(Marseille, France). The proline endopeptidase inhibitor, S17092-1 (15),
was kindly provided by Dr. F. Checler (Centre National de la Recherche
Scientifique, Unité Propre de Recherche 411, Valbonne, France). The hy-
droxamic acid inhibitor of matrix metalloproteinases (MMPs), GM6001,
and its negative control (GM6001-neg), were purchased from Calbiochem
(Nottingham, U.K.). PMA and ionomycin were purchased from Sigma-

Aldrich {Saint Quentin Fallavier, France).
Cell culture

The nonadherent U-937 human histiocytic sarcoma cell line from the
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA; CRL-1593.2)
and the adherent COS-7 monkey cell line (ATCC CRL-1651) were pur-
chased. The nonadherent Kit 225 human T lymphoma cell line (16) was
obtained from Dr. D. Cantrell (University of Dundee, Scotland, U.K.). The
adherent A172 human gliosblastoma cell line was kindly provided by Dr.
H. Gascan (Institut National de la Santé et de 1a Recherche Médicale Unite
564, Angers, France). The nonadherent TF-1 human erythroleukemia hu-
man cell line (17) and transfected TF1-8 cells (18) were kindly provided by
Dr. B. Azzarone (Institut Gustave-Roussy, Villejuif, France). 32DSR cells
(J. Bernard, unpublished observations) were obtained by electroporating
32Dg cells (19) (kindly given to us by Dr. W. Leonard, National Institutes
of Health, Bethesda, MD) to express human IL-15Rea.

All cells were grown in 5% CO, at 37°C in a water-saturated atmo-
sphere. TF-1 were cultured in RPMI 1640 medium containing 10% heat-
inactivated FCS, 2 mM glutamine, and 1 ng/ml GM-CSF. TF-18 cells were
cultured in the same medium supplemented with 250 pg/ml geneticin and
32DgR cells in the same medium containing 0.4 ng/ml IL-3, 10 uM 2-ME,
250 pg/ml geneticin, and 0.5 pg/ml puromycin. U-937 and A172 cells
were cultured in RPMI 1640 medium containing 10% FCS and 2 mM
glutamine; Kit 225 cells were cultured in RPMI 1640 medium containing
6% FCS, 2 mM glutamine, and 10 ng/ml human rIL-2; and COS-7 cells
were cultured in DMEM containing 10% FCS, 2 mM glutamine, and 1
mg/ml glucose.

Molecular constructs and transfections

Plasmids pcDNA-15Rmh, pcDNA-A215Rmh, and pcDNA-A315Rmh cor-
responding to full-length IL-15Ra, and IL-15R« deleted of exon 2 or exon
3, respectively, have been previously described (20). The plasmid correspond-
ing to the extracellular form of IL-15Ra (pcDNA-s15Rmh) was generated by
PCR using the antisense primer 5'-ATCTGAGAGTGGTGTCGCTGTGGC
CCT-3' (nested Xho restriction site underlined) and the sense primer 5'-
ATCTGAGAGTCCAGCGGTGTCCTGTGG-3'. After amplification, the se-
quences were ligated at the Xho site of the pcDNA3.1/myc-His mammalian
expression vector (Invitrogen, San Diego, CA). For generation of the two
IL-15Ra variants deleted of exon 4 (pcDNA-A415Rmh) and exon 5 (pcDNA-
A515Rmh), the 5" and 3’ sequences framing each exon were amplified sepa-
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rately and ligated in pcDNA3.1/myc-His mammalian expression vector
(Invitrogen). For exon 4 deletion, the antisense primer 5'-CGGGATCCTTT
TCCAGAAGGGGAGAGGC-3' (nested BamHI restriction site underlined)
and the sense primer 5-CGGGATCCGGTGTGTATCCACAGGGC-3" were
used. For exon 5 deletion, the antisense primer 5'-CGGGATCCTGGCGGCT
GGTGGGAGG-3" and the sense primer 5'-CGGGATCCGCTATCTCCA
CGTCCACTG-3" were used. In the final deleted genes, the BamHI site (cod-
ing for the dipeptide Gly-Ser) behaved as a linker between the 5’ and the 3’
sequences. For transfection, 10¢ COS-7 cells were cultured overnight and ad-
herent cells were transfected with 20 ug of plasmid per 10 cm plate following
a standard calcium phosphate protocol. After 6 h, the medium was replaced
with fresh medium and supernatants were harvested 48 h later.

Flow cytometry

Adherent A172 cells and transfected COS-7 cells were brought in suspen-
sion with PBS plus 200 pg/ml EDTA, washed three times, seeded in six-
well plates (2 X 10° cells/well), and cultured with or without 100 ng/ml
PMA for 1 h. Cells were suspended again with PBS plus 200 pwg/ml EDTA,
washed three times with PBS-BSA 0.1%, incubated 20 min in the dark at
4°C with 10 pg/ml anti-IL-15Ra mAb (M161 or M162) or isotype-
matched control mAb. They were then washed twice, incubated with 5
ung/ml goat anti-mouse 1gG1-PE, and analyzed on a FACScan fluorocy-
tometer (BD Bioscience). Data were acquired and analyzed with the use of
CellQuest software.

Purification of sIL-15Ra

Culture supernatants from COS-IL-15R«, COS-sIL-15R«, A172, TF-1,
TF-18, or Kit 225 cells (200 ml; 10° cells/ml) were collected and filtrated
(0.22 pm filter). Soluble IL-15R« from each supernatant was then purified
on an affinity column prepared by grafting the anti-IL-15Ra M 161 (1 mg)
onto Affi-Gel 10 (1 ml) (Bio-Rad, Marnes la Coquette, France) following
the protocol of the manufacturer. The column was washed exhaustively
with 10 mM Tris, pH 7.5 and eluted with 200 mM glycine/HCI, pH 3.
Fractions collected were neutralized using 1 M Tris. The concentration of
sIL-15R« in each fraction was determined using the radioimmunoassay
(RIA) described below. Active fractions were pooled, dialyzed against
PBS, and sterilized by filtration (0.22 um filter).

Radioimmunoassay

For quantification of sIL-15Ra, a sandwich RIA was set up in which the
polyclonal goat anti-human IL-15Ra Ab AF247 was used as capture Ab
and radio-iodinatcd monoclonal anti-human IL-15Ra Ab M161 uscd as
tracer. A purified recombinant sIL-15Ra-1L-2 fusion protein (21) was nsed
as standard. AF247 was coated (5 pg/ml; 50 pl/well) to high-adsorption
wells (breakable strips). Wells were saturated with PBS-BSA 0.5% for 15
min and sIL-15R« containing samples (50 pl/well) were incubated for 1 h
at 4°C. The M 161 mAb iodinated using the iodogen method (22) was then
added (1 nM, 50 ul/well) for 1 h at 4°C. Supernatants of each well were
collected and the wells washed twice with PBS. The radioactivity associ-
ated to the wells (bound M161 fraction) and contained in the supernatants
and washings (unbound M161 fraction) were determined.

1L-15 binding assays

Human rIL-15 was radiolabeled with '**I-labeled iodine (specific radioac-
tivity of around 2000 cpm/fmol) using a chloramine T method (23). To
measure IL-15 binding to sIL-15Re, polyclonal goat anti-human IL-15Ra
AF247 (5 pg/ml in PBS; 50 pl/well) was coated on high adsorption wells
(breakable strip) overnight at 4°C. Wells were saturated with PBS-BSA
0.5% for 15 min and sIL-15Ra was incubatced for 1 h at 4°C. Incrcasing
concentrations of iodinated human rIL-15 were then incubated for 1 h at
4°C. Supernatants of each well were harvested and radioactivity of wells
and supernatants were determined. The nonspecific binding was deter-
mined in the presence of a 100-fold excess of unlabeled human rIL-15 and
subtracted from total binding to generate the specific binding component.
Regression analysis of the binding data was accomplished using a one-site
equilibrium binding equation (Graphit; Erithacus Software, Staines, U.K.)
and data plotted in the Scatchard coordinate system.

To measure inhibition of human rIL-15 binding, TF-1 cells were incu-
bated with a fixed concentration of iodinated human rIL-15 and increasing
concentrations of sIL-15Ra. Cell bound and unbound fractions were de-
termined, the nonspecific binding component subtracted, and regression
analysis of the data performed using a 4-parameter logistic equation
(Graphit; Erithacus Software).
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Cross-linking

Affinity cross-linking of radio-iodinated human rIL-15 to cell surface IL-
15Ra (TF-1 celis) or sIL-15Ra purified from supernatants of various cells
was conducted using the homobifunctional cross-linker ethylene-glycol-
bis-succinimidylsuccinate (EGS; Sigma-Aldrich) following the protocol of
the manufacturer. The cross-link complexes were separated on a 10% SDS
polyacrylamide gel, and visualized by autoradiography (Phospholmager
445 SI; Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).

Proliferation assavs

The proliferative responses of Kit 225 and 32DfR cells to IL-15 and the
inhibitory activity of sIL-15Ra on these responses were measured by
[*H]thymidine incorporation. Cells were maintained in culture medium for
3 days, washed twice, and starved for 2 h in medium without cytokine.
They were then seeded in multiwell plates at 10* cells/well in 100 pl and
cultured for 48 h in medium supplemented with a fixed concentration of
human rIL-15 or human rIL-2 and increasing concentrations of sIL-15Re,
or in medium supplemented with a fixed concentration of sIL-15Ra and
increasing concentrations of human rIL-15. Cells were pulsed for 16 h with
0.5 pCifwell of [*H]thymidine, harvested onto glass fiber filters, and cell-
associated radioactivity was measured.

Results
Release of sIL-15Ra from the surface of IL-15Ra-positive cells

The phorbol ester PMA has been shown to induce the shedding of
different cytokine receptors like the IL-6R (24). As a first mean to
analyze whether 1L-15Ra could be similarly regulated, COS-7
cells transfected with a ¢cDNA encoding full-length human IL-
15Ra (COS-IL-15Ra) were submitted to PMA treatment and their
IL-15Ra cell surface expression analyzed by flow cytometry using
the anti-human IL-15Ra mAb M161. As shown in Fig. 1, PMA
treatment induced a reduction of this labeling. COS-7 cells trans-
fected with empty vector, treated or not with PMA, were negative.
A172 is a human glioblastoma cell line that expresses membrane
IL-15Ra constitutively. PMA treatment of A172 also resulted in a
decrease of its cell surface labeling with M161 (Fig. 1). This effect
was time-dependent, with a maximal effect achieved at about 1 h
PMA treatment (data not shown).
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FIGURE 1. Effect of PMA on IL-15Re« cell surface expression. A, Cells
(as indicated) were cultured in the presence (M) or absence () of PMA
(100 ng/ml). IL-15Re expression was measured by flow cytometry using
the monoclonal mouse anti-human IL-15Ra M161. In ordinates are shown
the ratios of the mean of fluorescence intensity (MF1) of the M161 mAb
divided by the MFI of an isotype control mouse IgG. Data represent means
and error bars represent SE from three independent experiments. B, Rep-
resentative histograms of one of the three experiments. Staining with the
anti-human IL-15Ra M161 is shown as unbroken lines, whereas control
staining with isotype matched IgG is represented by dotted lines. Trans-
fected COS-7 celis and Ai172 were incubated in the absence (Ba and Bc,
respectively) or presence (Bb and Bd, respectively) of 100 ng/ml PMA for
1 h. Values shown in inset of each panel represent the (M161 per control
mAb) MFI ratios.
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We next analyzed whether this decrease in [L-15R« cell surface
expression was accompanied by the appearance in the culture su-
pernatants of a slL-15R« (Fig. 2). For that purpose, a “sandwich”
RIA was set up that used the polyclonal anti-IL15Ra Ab AF247 as
capture, and radio-iodinated M161 mAb as tracer. When calibrated
with a purified recombinant form of human IL-15Ra (IL-15Ra-
IL-2 fusion protein), this RIA gave a linear response up to an
IL-15Ra-IL-2 concentration of 500 pM and with a sensitivity of
~1 pM (Fig. 2A). In contrast to supernatants of COS-7 transfected
with empty vector that were always negative in the RIA (data not
shown), supernatants of COS-IL-15Re cells became reactive in the
RIA with time of culture after transfection (Fig. 2B), and treatment
with PMA increased the kinetic and level of reactivity. The cal-
cium ionophore ionomycin also increased the release of sIL-15Rea
by transfected COS-7 cells. The effects of both PMA and iono-
mycin were concentration dependent (Fig. 2C), with half-maximal
effects observed at 70 ng/ml and 100 ng/ml. respectively. In ad-
dition to PMA and ionomycin, IL-18 and TNF-« were also found
to dose dependently increase the level of sIL-15Re in A172 cells
supernatants (Fig. 2D) and transfected COS-7 cells supernatants
(data not shown).

Crude supernatants collected from unstimulated A172 cells con-
tained sIL-15Ra levels (1 pM) that were at the limit of detection
by the RIA, and lower than those measured (35 pM) in superna-
tants from unstimulated transfected COS-7 cells. This could be
linked to the fact that A172 cells express lower cell surface 1L-
15R« than do transfected COS-7 cells (Fig. 1). To increase the
sensitivity of detection, cell supernatants (200 ml) were purified
and concentrated by immunoaffinity on a column coupled with the
M161 mAb. No RIA positivity was found in the fractions eluted
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FIGURE 2.
PMA, ionomycin, 1L-13, and TNF-a are shown. A, RIA titration curve is
determined with the recombinant sIL-15R« standard as described in Ma-
terials and Methods. B, Kinetics of sIL-15Ra release in COS-IL-15R«
cells supernatants, in the presence () or absence (<) of PMA (100 ng/
ml). C, Dose-dependent effects of PMA () and ionomycin (A) on sIL-
15R« release in COS-IL-15Ra cells supernatant for I h. D, Dose-depen-
dent effects of IL-18 (A) and TNF-a (V) on sIL-15Ra in A172 cells
supernatant for 12 h. Data represent means and error bars represent SE
from two independent experiments.
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from the supernatant of the U-937 cell line that is IL-15R« neg-
ative by flow cytometry with the M161 mAb, as shown in Table 1
(25-27). By contrast. supernatants from the four IL-15Ra positive
cell lines A172, TF-1, Kit 225, and TF-14, all contained RIA-
positive material (Table I). Thus, sIL-15R« release was correlated
with IL-15R« cell surface expression, whether or not the cell lines
examined expressed 1L-2RB and/or IL-2Ry.

Biochemical characterization of sIL-15R«

To determine the molecular mass of the sIL-15Ra shed from the
different cell lines, the immunopurified fractions were incubated
with iodinated 1L.-15 and the mixture subjected to chemical cross-
linking (Fig. 3). No cross-linking was seen with supernatants from
COS-7 cells transfected with empty vector (data not shown). With
material purified from COS-IL-15Ra cells, a broad cross-linked
band at ~55 kDa was observed that corresponded to the cross-
linking of one molecule of IL-15 (13 kDa) with a receptor mole-
cule of 42 kDa. A cross-linked band at about the same mass was
obtained with supernatants of COS-7 cells transfected with a
c¢DNA encoding the extracellular domain of 1L-15Rea (COS-sIL-
15Ra), suggesting that the shedding from IL-15Rea transfected
COS-7 cells occurred via cleavage of the membrane receptor at a
site proximal to the cell membrane. IL-15 cross-linked bands of
similar masses (~55 kDa) were also found with supernatants of
the two human cell lines TF-1 and A172. Control IL-15 cross-
linking to cell surface IL-15Ra expressed by TF-1 cells showed a
band at 68 kDa. corresponding to the cross-linking of one molecule
of IL-15 with a receptor of 55 kDa. Thus, the shedding of [L-15R«
on this cell line resulted in the removal of 13 kDa (from 55 to
42 kDa).

To further locate the site of cleavage, IL-15Ra ¢cDNA lacking
exons encoding different parts of the extracellular domain were
transfected in COS-7 cells and the supernatants analyzed in the
IL-15Ra-specific RIA (Fig. 4). No signal was obtained with
COS-7 cells transfected with [L-15RaA2 (COS-IL-15R«A2). This
result was expected because one of the mAb in the RIA (M161)
reacts with an epitope belonging to the domain (so called sushi
domain) encoded by exon 2 (J. Bernard, unpublished observa-
tions). RIA-positive sIL-15Ra material was observed in superna-
tants of COS-7 cells transfected with IL-15R« lacking either the
exon 3, exon 4, or exon 5 encoded domain. In each case, the
release of sIL-15Ra was increased by PMA (Fig. 4). By IL-15
cross-linking, it was observed in each case that the sIL-15R« had
a molecular mass lower than the one released from COS-7 cells

Table 1. Cell surface expression of IL-15Re, IL-2RB, and IL-2Ry and
release of sIL-15Ra by different cell lines

Culture
Supernatants

Specific (+) or No Specific {—) Lxpression (ng)
Cell Lines IL-15R« (MFI ratios)” IL-2RB  IL-2Ry SIL-15Re
U937 —(1.12 £ 0.24) +* +° nd
Al72 +(2.19 £0.21) = = 1.5
TF-1 + (433 = 0.05) = + 1.68
TF-18 + (2.84 = 0.23) +¢ +¢ 1
Kit 225 + (5.46 = 0.99) + + 1.7

“Cells were analyzed by flow cytometry after incubation with M161 mAb per
isotype control as part of this siudy (data not shown). Value shown is the mean
Muorescence intensity (MFT) ratio = SE.

?lllow cytometry analysis as previously described (25).

“ Northern blot analysis as previously described (26).

¢ Analyzed by RT-PCR as previously described (27).

“Flow cylomelry analysis [rom this study (data not shown).

nd, Not detectable.

NATURAL PROTEOLYTIC CLEAVAGE OF HUMAN IL-15R«
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FIGURE 3. Cross-linking of iodinated human rlL-15 to sIL-15R« and
membrane-bound 1L-15Ra. A, Soluble IL-15Ra purified from supernatants
(sup) of different cell lines as indicated were incubated with iodinated
human 1IL-15 (2 nM), cross-linked with EGS and subjected to SDS-PAGE
and autoradiography. B, For membrane-bound IL-15Rea, TF-1 cells were
incubated with iodinated rIL-15 (2 nM), cross-linked with EGS, lysed and
subjected to SDS-PAGE and autoradiography.

transfected with wild-type IL-15R«, in agreement with the dele-
tion of part of the extracellular domain. This is illustrated in Fig.
3 for the soluble receptor immunopurified from the supernatants of
IL-15RaA3 transfected COS-7 cells (COS-IL-15RaA3); a cross-
linked band is observed with a mass (46 kDa) ~7 kDa lower than
the one derived from COS-7 cells transfected with wild-type
IL-15Ra.

Effect of protease inhibitors on sIL-15Ra release

Several protease inhibitors were used to define the molecular
mechanisms and enzyme(s) responsible for the cleavage of mem-
brane IL-15R. Common cystein-, serine- and acidic-proteases in-
hibitors, aprotinin (0.1 uM), leupeptin (1 uM), EDTA (1 mM),
and PMSF (1 mM), were unable to inhibit the IL-15Re« shedding
by COS-IL-15Ra cells stimulated or not with PMA (data not
shown). The proline endopeptidase inhibitor, S17092-1 (1 uM)
(15). was also inactive. By contrast (Fig. 5), the GM6001 (4 g/
ml) (28), a potent broad-spectrum hydroxamic acid inhibitor of
MMPs, completely prevented the stimulatory effect of PMA on
membrane-bound IL-15R« shedding. GM6001-neg, a control syn-
thetic compound that is not inhibitory of MMPs, was without
effect. However, the basal IL-15R« shedding observed in the ab-
sence of PMA was not significantly affected by GM6001 (Fig. 5).
even when used at 3-fold higher concentrations (12 pg/ml) (data
not shown).

Soluble IL-15Ra released by shedding binds IL-15 and inhibits
IL-15 binding to cell surface IL-15Ra with high affinity

The affinity for IL-15 of the soluble IL-15R« prepared from full-
length IL-15R« transfected COS-7 cells was evaluated in a sand-
wich assay using AF247 to capture the receptor and increasing
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FIGURE 4. Effect of IL-15Ra domain deletion on IL-15Re shedding.
A, COS-7 cells were transfected with plasmid coding for IL-15Rea or IL-

1SR« lacking the exon 3, exon 4, or exon § encoded domain. Cells were
cultured in presence (M) or absence ([) of PMA (100 ng/ml). Released
sIL-15Ra as analyzed by RIA. B, Schematic representation of the full-
length IL-15Ra showing the exon-encoded domains is presented. EC, TM,
and IC denote extracellular, transmembrane, and intracellular parts of IL-
I5Re, respectively.

concentrations of iodinated human rIL-15 as tracer. A saturation-
binding curve was obtained (Fig. 6A), which after Scatchard trans-
formation, allowed the estimate of the affinity of IL-15 for the
soluble receptor. An equilibrium dissociation constant (K, = 166
pM) was measured, a value that is comparable to the one describ-
ing high affinity binding of IL-15 to cell surface IL-15Ra on TF-1
cells (K, = 79 pM, data not shown).

We next analyzed whether the soluble receptor could compete
with IL-15 binding to cell surface receptors. TF-1 cells express cell
surface IL-15Ra and IL-2R +y-chain but not IL-2R B-chain, and
IL-15 binding reflects binding to the isolated IL-15Ra. As shown
in Fig. 6B, soluble IL-15Ra material immunopurified from differ-
ent cell supernatants were able to efficiently inhibit [L-15 binding
to TF-1 cells. Based on the concentrations of sIL-15R« present in
these immunopurified fractions (as determined by the RIA), the
IC,, reflecting half-maximal inhibitory effects were calculated.
Soluble IL-15Re from COS-IL-15R« and A172 displayed very
similar, high affinity, IC5, (20 and 22 pM, respectively). A sIL-
15Ra purified from the supernatants of COS-7 cells transfected
with a ¢cDNA encoding the extracellular domain of human IL-
15Ra (COS-sIL-15Ra) also fully inhibited IL-15 binding to TF-1
cells with a similar efficiency (IC5, = 35 pM).

Soluble IL-15Ra released by shedding is a specific and high
affinity inhibitor of IL-15-induced cell proliferation

The Kit 225 human cell line expresses the IL-2R B-chain and
IL-2R +y-chain as well as the IL-2R a-chain and IL-15Re, and
proliferates in response to 1L-2 or TL-15. The sIL-15Ra purified
from the supernatants of different cell lines (COS-IL-15R«, COS-
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with 100 ng/ml PMA. Released sIL-15Ra was analyzed by RIA. Data are
the means = SD of triplicate cultures and are representative of three
experiments.

sIL-15Re. A172) were all found to inhibit the IL-15-dependent
proliferation of Kit 225 cells (Fig. 74). while being without effect
on the IL-2-dependent proliferation (Fig. 7B). The inhibitory ef-
fects were complete with high affinity 1C,, in the range from 3 to
10 pM.

The murine 32DBR cells express endogenous mouse [L-2R
y-chain and transfected human IL-2R B-chain and IL-15Re. The
different sIL-15Re also inhibited IL-15-induced proliferation of
32DR (Fig. 7C) with inhibitory effects comparable to those found
with Kit 225 cells. As shown in Fig. 7D, 32DSR proliferate dose
dependently in response to human IL-15 (EC5, = 6 pM). In the
presence of a constant low concentration (15 pM) of soluble IL-
15Ra purified from COS-IL-15Re, this dose-response curve was
found to be markedly shifted toward higher IL-15 concentrations
(EC5, = 80 pM). Material similarly purified from COS-7 cells
transfected with empty vector did not affect the dose-response
curve.

Discussion

In this study, we have shown the existence of a soluble form of the
human IL-15Re that is naturally produced in the supernatants of
cells expressing the membrane-anchored cognate receptor chain.
This sIL-15Re is constitutively released and this process can be
increased by several stimuli. It binds IL-15 with high affinity and
is able at low, picomolar concentrations to specifically block IL-15
interaction with its cell surface receptor and inhibit cell prolifera-
tion induced by IL-15.

The identification of sIL-15Ra was made feasible by the devel-
opment of a highly sensitive RIA (detection limit of ~1 pM). One
of the Abs used in this RIA, M 161, reacts with an IL-15R« epitope
involved in the binding of IL-15 and blocks this binding (J. Ber-
nard, unpublished observations). We therefore anticipate that this
RIA only detects sIL- ISRe that is not bound to endogenous IL-15
that might be produced by the cell lines investigated.

Two physiological mechanisms have been described for the
generation of soluble receptors. The first one is based on the de
novo synthesis of the soluble receptor from alternatively spliced
mRNA, the second involves liberation of the soluble receptor fol-
lowing proteolytic cleavage of the membrane-anchored receptor
counterpart (1). Two observations initially suggested that the sIL-
I5Ra was likely generated by proteolytic cleavage and release.
First, whereas a number of alternatively spliced transcripts coding
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FIGURE 6. Binding of IL-15 to IL-15Ra and inhibitory effects of sIL-
I5Re on IL-15 binding to membrane bound IL-15Ra. A, sIL-15Ra puri-
fied from COS-IL-15Ra supernatants was incubated at a fixed concentra-
tion with anti-IL-15Ra mAb (AF247) coated on multiwell plates, in the
presence of an increasing amount of radio-iodinated human rIL-15. Bound
and unbound IL-15 fractions were determined and the specific binding
calculated after subtraction of the nonspecific component. Data are repre-
sentative of two independent experiments. B, TF-1 cells were equilibrated
with a fixed concentration of radio-iodinated human rIL-15 (100 pM) and
increasing concentration of sIL-15Re purified from: COS-IL-15Ra (#),
COS-sIL-15Ra (O), or A172 (A). The specific binding was measured after
subtraction from the total binding of the nonspecific binding (determined in
the presence of a 100-fold excess of unlabeled IL-15). Data are represen-
tative of three independent experiments.

for different isoforms of membrane-anchored TL-15Ra have been
identified (20, 26, 29), no transcript coding for sIL-15R« has been
described so far. Second, stimulation of soluble receptor produc-
tion in culture supernatants was accompanied by a decrease in
IL-15Ra expressed at the cell surface. Finally, direct proof of the
involvement of receptor shedding was provided by transfection
experiments in COS-7 cells that do not express endogenous human
IL-15Re. After transfection with a cDNA coding for the full-
length IL-15Ra, these cells released in their supernatants a sIL-
15R @ whose molecular mass (42 kDa) was 13 kDa lower than that
of membrane bound IL-15R« (55 kDa), and was indistinguishable
from that of a recombinant form of the extracellular domain of
IL-15Ra expressed in the same COS-7 cells. Thus, at least in these
transfectants, alternative splicing could be excluded as being in-
volved in sIL-15Ra generation. Soluble 1L.-15Ra species produced
by the different cell lines examined had molecular masses also
indistinguishable from that of recombinant soluble IL-15R e, indi-

NATURAL PROTEOLYTIC CLEAVAGE OF HUMAN IL-15Ra

cating the occurrence in these cells a shedding process similar as
in COS-7 cells.

A number of protease inhibitors were tested to define the en-
zyme(s) responsible for the cleavage of the membrane bound IL-
I5Rex. In contrast to the protease inhibitors aprotinin, EDTA, leupep-
tin, PMSF, and S17092-1. the synthetic zinc-metalloproteinases
inhibitor GM6001 blocked PMA-induced sIL-15R« release in cul-
ture supernatants, while leaving basal unstimulated sIL-15Re re-
lease unaffected. At least two different proteolytic mechanisms ap-
pear to participate in the cleavage of IL-15Re, one of which
specifically involving metalloproteinases, as already shown for
other cytokine receptors (30). and in particular the structurally re-
lated IL-2R a-chain (13). The family of metalloproteases includes
a disintegrin and metalloproteinase, ADAM, whose first identified
member is the TNF-a converting enzyme (ADAMIT7), and the
MMPs. As GM6001 is broad spectrum MMP inhibitor (28), ad-
ditional experiments using purified enzymes are required to define
the MMPs involved.

For the majority of proteins released by shedding, the proteases
responsible have not been identified yet. In addition, it appears that
for one protein, different proteases can be involved, and con-
versely, one protease can cleave several proteins. The size of the
sIL-15R« indicated that it was generated by cleavage at a site or
sites proximal to the plasma membrane, as previously shown for
other soluble cytokine receptors (1). This result suggests that at
least one of the potential cleavage sites is located in a region of the
extracellular domain of the receptor that is proximal to the trans-
membrane domain. Deletion of the exon 4 and exon 5 encoded
domains that are in proximity to the plasma membrane did not
abrogate the shedding processes, either basal or stimulated with
PMA. Two hypotheses can be raised that are not mutually exclu-
sive. The first is that several cleavage sites can be used that are
located at several positions in the extracellular domain of the re-
ceptor, the second is that a cleavage site is located at the N-ter-
minal end of the exon 6 encoded transmembrane domain and ac-
cessible to metalloproteinases. Additional deletion and mutational
experiments are under way to define more precisely the site(s) of
cleavage.

All cell lines tested that express membrane IL-15Ra (A172,
TF-1, TF1-B, and Kit 225) released sIL-15Re in their superna-
tants, and it can be anticipated that such IL-15Ra-positive cells
may represent a potential source for this soluble receptor in vivo.
The phorbol ester PMA, previously shown to enhance the proteo-
lytic shedding of several cytokine receptors (24, 31), is similarly
shown in this study to strongly enhance the shedding of sIL-15R«,
indicating that protein kinase C-dependent pathways are involved
in the induction of receptor release (32). Ca®" mobilization with
ionomycin also stimulated IL-15Ra shedding, as previously
shown for IL-6R (33). [L-18 and TNF-« also increased sIL-15Ra
release, a process that might also be related to the reported induc-
tion of protein kinase C and MMP-9 by these cytokines (34).

In most cases, soluble receptor ectodomains generated by pro-
teolysis appear to retain the ligand binding characteristics of their
membrane-anchored counterparts. Therefore, in cases in which the
receptor (IL-2Re, IL-5Ra, IL-7Ra, GM-CSFRa) is a low affinity
receptor that associates with other receptor subunits to build the
high affinity membrane receptor complex, its soluble counterpart
has an affinity that is much lower than that of the high affinity
membrane receptor. In other cases (IL-4R, IL-1RI and IL-1RII;
TNFRI and TNFRII) in which the receptor contributes to most of
the affinity of the multimeric membrane receptor, the soluble coun-
terpart has a high affinity similar to that of the membrane receptor.
Our results indicate that the second case applies for the sIL-15Ra.
It binds IL-15 with a high affinity similar to that measured for the
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cells were cultured with a fixed concentration of IL-15 (10 pM) (A) or IL-2 (10 pM) (B) and increasing concentrations of sIL-15Re purified from
COS-IL-15Ra (¢ ), COS-sIL-15Ra (O), or A172 (4) supernatants. C, 32DSR cells were cultured with a fixed concentration of human rIL-15 (10 pM) and
increasing concentrations of sIL-15Ra purified from COS-IL-15Ra (4 ), COS-sIL-15Ra (O), or A172 (A). D, 32DPBR cells were cultured with increasing
concentrations of human riL-15, in the absence (X) or presence of a fixed concentration (15 pM) of sIL-15Ra purified from COS-IL-15Ra (#) or, as
negative control, of immunopurified material from COS-7 transfected with empty vector (< ). Data are the means = SD of triplicate cultures and are

representative of two independent experiments.

cell-associated IL-15Ra expressed alone or in complex with the
[L-2RS and IL-2Ry subunit. Accordingly. the sIL-15Ra acted as
a potent competitor of IL-15 binding to the membrane receptors,
being able at low concentrations (IC5, = 20 pM) to completely
abrogate this binding. The sIL-15R« behaved also as a potent and
specific antagonist of the biological activity of IL-15. It completely
inhibited IL-15-induced cell proliferation at concentrations (ICs,
= 3 to 10 pM) similar to those required to block IL-15 binding,
without affecting 1L-2 driven cell proliferation. Similar results
have been reported for a soluble form of the IL-4R. In that case
however, the amounts of sIL-4R needed to block the biological
activity of IL-4 were substantially (~10-fold) higher than those
required for inhibition of IL-4 binding (35). This difference was
due to a faster off-rate for the soluble form, a result consistent with
a potential role as carrier protein for IL-4 (36). The fact that the
sIL-15R« is as or even more efficient in inhibiting biological ac-
tivity than in binding argues against such a role. Whether it could
act, like the sIL-4R (36) as a protective ligand against [L-15 deg-
radation remains to be evaluated.

The existence of soluble receptors suggests that they have an
important role in normal physiology, in the response to diseases
and in the development of pathological processes (37). The IL-15
system is tightly regulated under physiological conditions and a
number of disorders have been reported that are associated with
activation or defects of the IL-15 system. Among these disorders
are autoimmune diseases, inflammatory diseases, infectious dis-
eases, transplant rejection, cancer, and immunodeficiencies (38).
Inasmuch as IL-15R« transcripts are expressed by many cell types
and tissues, and as sIL-15Re displays high affinity and IL-15
blocking efficiency in vitro, this soluble receptor can be anticipated

to exert an important role in physiology and pathology. IL-15 has
been detected in the biological fluids of patients with chronic in-
flammatory diseases such as rheumatoid arthritis (39), inflamma-
tory bowel diseases (40), pulmonary diseases (41), and chronic
active hepatitis (42). The availability of specific RIAs able to mea-
sure the levels of sIL-15R« (this study) and IL-15-sIL-15Ra com-
plex (E. Mortier, unpublished observations) will enable a better
analysis of the regulation of the IL-15 system in such diseases.

Based on their cytokine neutralizing properties. some soluble
receptors have been introduced in clinical trials, one well known
example being the soluble TNFR used for the treatment of rheu-
matoid arthritis (43). Due to its efficient antagonist activity, sIL-
15Ra is an attractive candidate for therapeutic applications. In-
deed. preclinical studies in the mouse (44, 45) have already
highlighted the potential interest of sIL-15Ra.
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Résultats

II. Effet agoniste du IL-15Ra-sushi soluble en
présence d'IL-15 sur les cellules exprimant IL-2Rf3
et y..

A. Résumé.

L'TL-15 est essentielle a la génération de différents types lymphocytaires (cellules
NK, cellules NK-T et lymphocytes T CD8 mémoires). Le mécanisme de transprésentation
de I'[L-15 par les cellules présentatrices d'antigénes est décrit comme dominant dans
l'activation de ces lymphocytes. Nos travaux ultérieurs ont permis de mettre en évidence
une forme soluble de la chaine IL-15Ra. Le sIL-15Ra est constitué de la partie extra-
cellulaire de I'lL-15Ra membranaire et est un fort antagoniste de 1'action de I'lL-15. Nous
démontrons dans cette présente étude que le domaine majeur de fixation de 1'l[L-15, c'est-a-
dire le domaine sushi, sous sa forme soluble recombinante (sIL-15Ra-sushi), présente un
effet agoniste de I'IL-15 sur les cellules exprimant les chaines réceptrices IL-2Rp et y., en
augmentant sa fixation et ses effets biologiques (prolifération et apoptose). Par contre, le
sIL-15Ra-sushi est sans effet sur la prolifération des cellules présentant le récepteur
trimérique de haute affinité. Ce phénomeéne pourrait participer au mécanisme de
transprésentation de I'IL-15 si une telle forme soluble du sushi existait naturellement. Afin
d'optimiser cet effet agoniste, nous avons construit des protéines de fusion (RLI et ILR)
constituées d'une molécule d'IL-15 liée, grace a un linker flexible, a une molécule de sIL-
15Ra-sushi. Ces protéines de fusion s'avérent étre plus efficaces que le mélange
équimolaire de 1'IL-15 avec le sIL-15Ra-sushi. La protéine de fusion RLI, apres sa fixation
sur les cellules par l'intermédiaire du complexe IL-2RB/y., est internalisée et induit une
réponse biologique similaire a la réponse passant par le récepteur de haute affinité. Une
telle protéine de fusion pourrait constituer un adjuvant potentiel pour l'expansion de

certaines populations lymphocytaires portant I'hétérodimere IL-2RB/y..
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B. Introduction.

L'IL-2 et 1'IL-15 jouent des rdles clés dans I'immunité innée et adaptative. Les
études préliminaires quant aux roles des deux cytokines ont montré des actions communes
(notamment l'induction de la prolifération et de la cytotoxicité des lymphocytes T activés
et des cellules NK) (Burton et al. 1994; Carson et al. 1994; Grabstein et al. 1994;
Wilkinson and Liew 1995). Des résultats plus récents révelent que ces cytokines exercent
des actions complémentaires voire opposées in Vivo grace a des expériences de "knock out"
chez la souris. Alors que les KO de I'L-2 et de la chaine IL-2Ra sont associés a une
augmentation des populations cellulaires B et T activés, les KO de I'IL-15 et de la chaine
IL-15Ra se traduisent par un défaut en cellules NK, NK-T, en lymphocytes intra-
épithéliaux et lymphocytes T CD8 mémoires (Lodolce et al. 1998; Kennedy et al. 2000).
Par ailleurs, 1'IL-2 assure la tolérance en provoquant l'activation de la mort induite des
cellules (AICD) (Marks-Konczalik et al. 2000), alors que I'IL-15 inhibe cet effet de 1'[L-2
(Ku et al. 2000).

Un nouveau mécanisme de présentation de I'L-15 a ét¢ mis en évidence, dans
lequel les cellules présentatrices d'antigéne (monocytes et cellules dendritiques), qui
expriment a la fois I'IL-15 et la chaine IL-15Ra, présentent I'IL-15 fixée a sa chaine o, en
trans, aux cellules voisines (cellules NK ou T CDS) exprimant seulement les chaines
tranductrices IL-2Rp et y. (Dubois et al. 2002). Ce mécanisme, appelé transprésentation,
semble étre le mécanisme principal d'action de 1'IL-15 in vivo (Burkett et al. 2003) et
jouerait un réle majeur dans l'immuno-surveillance des tumeurs (Kobayashi et al. 2005).

Les chalnes o des récepteurs de 1'L-2 et de 1'L-15 présentent a leur partie N-
terminale un domaine structural nommé domaine sushi (un pour la chaine a de 1'IL-15 et
deux pour 1'IL-2). La majeure partie de la fixation de 1'lL-15 sur son récepteur est assurée
par ce domaine sushi. Alors que l'affinité de 1'lL-2 pour sa chaine IL-2Ra est faible (Kd =
10 nM), I'[L-15 lie I'IL-15Ra avec une forte affinité (Kd = 50 pM). Une forme soluble de
I'IlL-2Ra a été décrite et joue le role d'antagoniste in vitro a forte concentration. Dans
I'étude précédente, nous avons mis en évidence l'existence d'une forme soluble de 1'[L-
15Ra, fortement antagoniste de 1'action de I'IL-15 (Mortier et al. 2004).

Dans cette ¢étude, nous démontrons que le domaine sushi soluble (sIL-

15Ro—[1TI1)) a un effet opposé a la forme sIL-15Ra. En effet, le sushi soluble est
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capable d'augmenter la capacité de I'L-15 a fixer le récepteur dimérique IL-2RpB/y., sans
affecter la fixation de l'activité de 1'IL-15 par son récepteur trimérique de haute affinité.
Nous avons également ¢tudié 1'effet de protéines de fusion composées de I'L-15 fixée par
un linker a un domaine sushi de I'lL-15Ra soluble qui agissent comme de forts agonistes

du récepteur dimérique IL-2RB/y..

C. Résultats.

Le domaine sushi du récepteur de 1'L-15 est indispensable a la fixation de la
cytokine sur son récepteur. En effet, la délétion de l'exon 2 de I'IL-15Ra codant pour le
domaine sushi est incapable de lier I'L-15. Nous avons construit différentes formes
solubles recombinantes de 1'L-15Ra afin de déterminer la contribution de ce domaine
dans la fixation de I'L-15. Les formes solubles de sushi (sIL-15Ra-sushi et sIL-15Ra-
sushi-IL-2) fixent I'IL-15 avec une affinit¢ de 7 nM et 423 pM respectivement. La
différence d'affinité entre ces deux molécules pourrait s'expliquer par leur mode de
production. En effet, le sIL-15Ra-sushi est produit dans E. Coli, alors que le sIL-15Ra-
sushi-IL-2 est produit, comme la forme soluble totale du IL-15Ra (sIL-15Ra-IL-2) dans
les cellules CHO. Ces affinités sont plus faibles que celle du sIL-15Ra-IL-2 qui est de 38
pM. Les études d’inhibition de fixation de I'IL-15 sur le récepteur IL-15Ro membranaire
confirment ces résultats. Ces résultats indiquent que le domaine sushi est fortement
impliqué dans la fixation de I'lL-15 sur son récepteur mais ne reconstitue pas, a lui seul, la

haute affinité de I'IL-15Ra..

Nous avons testé ensuite l'effet du sIL-15Ra-sushi sur des cellules MO-7 et 32Df3
exprimant les chaines réceptrices IL-2Rf et y. mais pas la chaine IL-15Ra. Les cellules
MO-7 répondent a des concentrations d'IL-15 et d'IL-2 de l'ordre du nanomolaire. Le sIL-
15Ra-sushi seul est sans effet, mais 1'addition de 10 nM de sIL-15Ra-sushi permet aux
MO-7 de répondre a des doses 4 fois moins importante d'IL-15, alors que la prolifération
en IL-2 des cellules n'est pas affectée. Des protéines de fusion, ILR et RLI, formées d'une
molécule d'IL-15 et une molécule de sIL-15Ra-sushi liées par un linker flexible, ont été

construites. Ces protéines de fusion induisent une prolifération des cellules MO-7 avec un
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ECso de 30 pM, semblable a la prolifération en IL-15 des cellules exprimant le récepteur de
haute affinité. Ces résultats confirment I'effet agoniste du sIL-15Ra-sushi qui est renforcé
en stabilisant l'interaction entre 1'IL-15 et le sIL-15Ra-sushi par un linker.

Ces résultats sont confirmés par des ¢tudes d'apoptose par marquage a I'Annexine
V. Aprés 48 h de culture sans cytokine, 80% des cellules MO-7 sont marquées a
I'Annexine V. Le sIL-15Ra-sushi seul est sans effet, alors que 1'L-15 (5 nM) réduit
d'environ 10% l'apoptose. L'addition de sIL-15Ra-sushi renforce I'effet protecteur de I'[L-
15 (seulement 30% de cellules marquées a 48 h). Les effets de 1'lL-15, en présence ou non
du sIL-15Ra-sushi, et de la protéine de fusion RLI, sont dose-dépendants. L'IL-15 agit sur
I'apoptose des cellules avec un ECsy de 2 nM. En ajoutant 10 nM de sIL-15Ra-sushi, cet
ECs est diminué de 10 fois (200 pM), tandis que le RLI, présente un ECsy encore plus
faible (40pM).

Nous avons également observé que le sIL-15Ra-sushi est capable d'augmenter
l'affinité de 1'L-15 sur le récepteur IL-2RP/y. des MO-7. L'addition de 10 nM de sIL-
15Ra-sushi renforce 1'affinité de 1'lL-15 dont le Kp passe de 13 nM a 7 nM sans affecter le
nombre de sites de liaison maximal présent a la surface des MO-7. La protéine de fusion
RLI se fixe avec un nombre de sites équivalent mais une affinité nettement plus forte

(d’environ 700 pM), et est ensuite internalisé.

Suite aux résultats obtenus sur les cellules exprimant les chaines IL-2Rf3 et y., nous
avons testé le sIL-15Ra-sushi et les protéines de fusion sur des cellules Kit 225 et TF-13
présentant le récepteur de haute affinité IL-15Ra/IL-2RB/y.. Ces cellules répondent a de
faibles doses d'IL-15 (30 pM), et I'addition de sIL-15Ra-sushi (10 nM) est sans effet. Les
cellules proliferent en réponse a des doses de protéines de fusion RLI et ILR équivalentes a
celle de 1'IL-15 (environ 30 pM) hormis le RLI qui, de maniére surprenante, est 10 fois
plus efficace sur les TF-1B. Ces effets sont retrouvés par des études d'apoptose par
marquage des cellules a I'Annexine V.

Le sIL-15Ra-sushi n'ayant pas d'effets biologiques sur ces cellules, nous avons
¢tudié son effet sur la fixation de 1'[L-15. L'IL-15 se fixe sur les TF-1p avec deux types
d'affinité : une forte affinité (Kd = 20 pM) caractéristique des récepteurs trimériques IL-
15Ra/IL-2RB/ye., et une affinité plus faible (Kd = 30 nM) correspondant aux récepteurs IL-

2RB/y.. Le sIL-15Ra-sushi augmente I'affinité de I'IL-15 pour le récepteur intermédiaire
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IL-2RB/y. (Kd = 3,5 nM). A de faibles concentrations d'IL-15, le sIL-15Ra-sushi est
incapable d'inhiber la fixation d'IL-15 sur les TF-1f3, ce qui montre qu'il est sans effet sur le
récepteur de haute affinité IL-15Ro/IL-2RB/y.. Nous avons également montré que le sIL-
15Ra-sushi n'est capable de se fixer sur les cellules TF-1p que par l'intermédiaire de I'IL-
15 et que I'IL-15 est indispensable a son internalisation. La protéine de fusion RLI se fixe
sur les cellules avec une forte affinité (Kd = 250 pM) avec un nombre de sites comparable

au nombre de sites de fixation d'affinité intermédiaire.
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D. Article I1.

Soluble IL-15Ra Sushi as a Selective and Potent
Agonist of IL-15 Action Through IL-15R[/y: Hyper-
Agonist IL-15-1L-15Rao Fusion Proteins.

(Mortier E., et al. (2006) J. Biol. Chem. 281)
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Soluble Interleukin-15 Receptor « (IL-15Ra)-sushi as a
Selective and Potent Agonist of IL-15 Action through

IL-15rB/y

HYPERAGONIST IL-15-IL-15Ra FUSION PROTEINS™
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Interleukin-15 (IL-15) is crucial for the generation of multiple
lymphocyte subsets (natural killer (NK), NK-T cells, and memory
CDS8 T cells), and transpresentation of IL-15 by monocytes and den-
dritic cells has been suggested to be the dominant activating process
of these lymphocytes. We have previously shown that a natural sol-
uble form of IL-15R« chain corresponding to the entire extracellu-
lar domain of IL-15Re behaves as a high affinity IL-15 antagonist. In
sharp contrast with this finding, we demonstrate in this report that
a recombinant, soluble sushi domain of IL-15Re, which bears most
of the binding atfinity for IL-15, behaves as a potent IL-15 agonist by
enhancing its binding and biological effects (proliferation and pro-
tection from apoptosis) through the IL-15Rf/y heterodimer,
whereas it does not affect IL-15 binding and function of the tripar-
tite IL-15Ra/3/y membrane receptor. Our results suggest that, if
naturally produced, such soluble sushi domains might be involved
in the IL-15 transpresentation mechanism. Fusion proteins (RLI
and ILR), in which IL-15 and IL-15Ra-sushi are attached by a flex-
ible linker, are even more potent than the combination of IL-15 plus
sIL-15Ra-sushi. After binding to IL-15RB/v, RLI is internalized
and induces a biological response very similar to the IL-15 high
affinity response. Such hyper-IL-15 fusion proteins appear to con-
stitute potent adjuvants for the expansion of lymphocyte subsets.

IL-15” is a cytokine that was originally described, like I1.-2, asa T cell
growth factor (1). Both cytokines belong to the four a-helix bundle
family, and their membrane receptors share two subunits (the 1L-2R/
IL-15R B and y chains) responsible for signal transduction (2). The
[L-2RB/y complex is an intermediate affinity receptor for both cyto-
kines thatis expressed by most NK cells and can be activated in vitro by
nanomolar concentrations of IL-2 or IL-15. The high affinity IL-2 and
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IL-15 receptors, such as those expressed on activated T cells, can be
activated with picomolar concentrations of either cytokine, and addi-
tionally contain their own private a chain (IL-2Rer and IL-15Ra) that
confers cytokine specificity and enhances the affinity of cytokine bind-
ing (3).

Both cytokines play pivotal roles in innate and adaptative immunity.
Whereas initial in vitro experiments have shown a large functional over-
lap in the effects of the two cytokines (induction of the proliferation and
cytotoxicity of activated lymphocytes and NK cells, co-stimulation of B
cell proliferation and immunoglobin synthesis, and chemoattraction of
T cells) (1, 4—6), more recent experiments have indicated that they can
exert complementary or even contrasting actions in vive. Whereas [1.-2
or [L-2Ra knock-out in mice was associated with autoimmune pheno-
types with increased populations of activated T and B cells, IL.-15 and
[L-15Rex knock-out resulted in specific defects in NK, NK-T, intraepi-
thelial lymphocytes, and memory CD8 T cells (7, 8). Furthermore, IL-2
promotes peripheral tolerance by inducing activation-induced cell
death, whereas IL-15 inhibits IL-2-mediated activation-induced cell
death (9), and, unlike I1.-2, IL.-15 is a survival factor for CD8 memory T
cells (10). In line with these observations, it has been suggested that the
major role of 11.-2 is to limit continuous expansion of activated T cells,
whereas [1.-15 is critical for initiation of T cell division and survival of
memory T cells (11). A novel mechanism of 1L-15 action described
recently is that of transpresentation in which IL.-15 and 1L.-15R« are
coordinately expressed by antigen-presenting cells (monocytes and
dendritic cells), and [L-15 bound to IL-15Re is presented in trans to
neighboring NK or CD8 T cells expressing only the IL-15RB/y receptor
(12). Asa co-stimulatory event occurring at the immunological synapse,
[L-15 transpresentation now appears to be a dominant mechanism for
IL-15 action in vivo (13, 14) and appears to play a major role in tumor
immunosurveillance (15).

The IL-15Re and IL-2Ra subunits form a sub-family of cytokine
receptors in that they comprise extracellular parts, so called “sushi”
structural domains (one in IL-15Ra and two in IL-2Ra), at their N
terminus, which are also found in complement or adhesion molecules
(16). In both cases, these sushi domains have been shown to bear most of
the structural elements responsible for cytokine binding. Whereas
IL-2Ra alone is a low affinity receptor for IL-2 (K; = 10 nm), IL-15R«
binds IL-15 with high affinity (K; = 100 psm). Shedding of IL-2Ra by
proteolysis is a natural mechanism that participates in the down-regu-
lation of lymphocyte activation. 1L-2Rex is cleaved by Der pl, a major
mite allergen, thereby inhibiting Th1 cells and favoring an allergic envi-
ronment (17}. IL-2Re cleavage by tumor-derived metalloproteinases
also results in the suppression of the proliferation of cancer-encoun-
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tered T cells (18). The soluble IL-2R« thus generated is a competitive
inhibitor of IL-2 action in vitro. However, it remains a low affinity IL.-2
binder and is not likely to efficiently participate in down-regulation of
1L.-2 activity in vivo.

We have recently shown that a soluble form of the human IL-15Re
can also be naturally released from IL-15Re-positive cells by a shedding
process involving MMPs (19). In contrast to soluble IL-2Re, this soluble
IL-15Ra receptor was able to bind IL-15 with high affinity and efficiently
blocked proliferation driven through the high affinity IL-15Re/B/y sig-
naling complex. This result was consistent with the concept of sIL-15R«
behaving, like its homolog sIL-2Ra, as an antagonist, and with the inhib-
itory effects of mouse sIL-15Ra in vitro or invivo (20, 21). Here, we show
that a soluble receptor consisting of the N-terminal structural domain
of IL-15Ra (sushi domain) has the opposite action; it is able to enhance
the binding as well as the bioactivity of IL-15 through the IL-15RB/y
intermediate affinity receptor, without affecting binding and bioactivity
through the high affinity receptor. In addition, we describe fusion pro-
teins consisting of human IL-15 and human IL-15Req fused by flexible
linkers that behave as potent super-agonists of the IL-15RB/y complex.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cell Culture and Cytokines—Recombinant human [1.-15 (rIL-15) was
purchased from Peprotech Inc. (Rocky Hill, NJ). The Mo-7e myeloid
leukemia (22) and TF-1 erythroleukemia human cell lines (ATCC CRL-
2003) (kindly provided by Dr. Bruno Azzarone, IGR, Villejuif, France)
were cultured in RPMI 1640 medium containing 10% heat-inactivated
fetal calf serum, 2 mm glutamine, and 1 ng/ml granulocyte macrophage-
colony stimulating factor (R&D Systems, Abington, UK}. TF1-3 cells
(23} were cultured in the same medium supplemented with 250 pg/ml
Geneticin. The Kit 225 human T lymphoma cell line (24) (obtained from
Dr. Doreen Cantrell, University of Dundee, UK) was cultured in RPMI
1640 medium containing 6% fetal calf serum, 2 mu glutamine, and 10
ng/ml rIL-2 (Chiron, Emeryville, CA). 32D cells (25) (kindly provided
by Dr. Warren Leonard, Bethesda, MD) were cultured in RPMI 1640
medium containing 10% heat-inactivated fetal calf serum, 2 muM gluta-
mine, 0.4 ng/ml mIL-3 (R&D Systems), 10 pnm 2-mercaptoethanol, 250
pg/ml Geneticin.

sll-15Reeil-2,  slL-15Ree-sushi-ll-2, slL-15Ree-sushi—slL-
15Rec[L.-2 was expressed in Chinese hamster ovary cells and prepared as
described (26). A similar construction was made in which the sushi
domain of IL-15Re (amino acids 1—66 of mature coding sequence) was
linked to a molecule of hurman IL-2 (sIL-15Ra-sushi-[L-2).

The sushi domain of IL15Ra was amplified by PCR. PCR products
were purified, digested with BamHI and HindIll (Fermentas, Vilnius,
Lithuania) and ligated into a pQE30 expression vector. Expression was
performed in Escherichia coli SG13009 cells under isopropyl 1-thio-B-
D-galactopyranoside induction. After cell lysis, inclusions bodies were
washed, solubilized in 6 mm guanidine HCI, 20 mum sodium phosphate,
pH 7.4, 20 mM imidazole, 150 mMm sodium chloride, and 1 mM dithio-
threitol. The IL-15Ra-sushi was trapped in an nickel-nitrilotriacetic
acid-agarose column (Qiagen) equilibrated with the solubilization
buffer plus 1 mum reduced glutathione and 0.2 mm oxidized glutathione.
It was then refolded via a gradient from 6 to 0 M guanidine HCl in the
column buffer (27) and eluted with 250 mu imidazole.

RLI and ILR Fusion Proteins—The constructions of the fusion pro-
teins are shown in Fig. 2E. The human IL-15Ra-sushi domain (amino
acids 1-77) and human IL-15 were separated by linker 20 (SGGS-
GGGGSGGGSGGGGSLQ) for RLI or by linker 26 (SGGGSGGGGS-
GGGGSGGGGSGGGSLQ) for ILR. A sequence coding for the FLAG
epitope and Factor Xa binding site (DYKDDDDKIEGR) was added

and
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between the signal peptide and the coding sequences. The endogenous
signal peptide of human IL.-15Ra was used for RLI and the signal peptide
of bovine preprolactine for ILR. These constructions were inserted
between the BamHI and the Hind III sites of a pFastBac 1 (Invitrogen)
expression vector thus generating two expression vectors, which were
recombined in baculovirus DNA using the Bac to Bac expression system
(Invitrogen). The recombinant baculoviruses were used to infect SF9
cells, and fusion proteins were expressed in the SF 900 II medium and
harvested 4 days post infection. The concentrations of the fusion pro-
teins were measured by enzyme-linked immunosorbent assay with the
anti-IL-15 monoclonal antibody 247 (R & D Systems) as the capture
antibody and the anti-FLAG M2-peroxydase conjugate (Sigma) as the
revealing antibody.

Surface Plasmon Resonance Studies—The SPR experiments were
performed with a BIAcore 2000 biosensor (BIAcore, Uppsala, Sweden).
rIL-15 was covalently linked to CM5 sensor chips, and the binding of
increasing concentrations of sIL-15Re-IL-2, sIL-15Ra-sushi-IL-2, or
sIL-15Ra-sushi was monitored. Analysis of sensorgrams was performed
using BlAlogue kinetics evaluation software.

Proliferation Assays—The proliferative responses of Mo-7e, TF-1p,
and Kit 225 cells to rIL.-15, rll.-2, RLL, or ILR were measured by [*H] thy-
midine incorporation as described (19) after 4 h in cytokine-deprived
medium, 48 h culture, and 16 h with [*H]thymidine.

Apoptosis—The annexin V assay was performed using a FACScan
flow-cytometer and the Annexin V-FITC Apoplosis detection kit (BD
Biosciences). After cytokine starvation, cells were seeded in multiwell
plates at 5 % 10° cells/well in 1 ml and cultured in medium supple-
mented with the various reactants (rlL.-15, slL-15Ra-sushi, and RLI
fusion protein. Data were acquired and analyzed using CellQuest
software.

Binding Assays and Internalization—Labeling with [***IJiodine of
human rlL-15, sIL-15Ra-sushi, and RLI fusion protein, as well as sub-
sequent binding experiments, were performed as described previously
(19). For internalization, cells were equilibrated at 4°C with labeled
sIL-15Rea-sushi or RLI, and the temperature was switched to 37 °C. At
different time intervals, two samples were washed and centrifuged. One
of the cell pellets was treated with glycine-HCI buffer (0.2 v, pH 2.5),
whereas the other was treated with phosphate-buffered saline (pH 7.4)
at 4 °C for 5 min. After centrifugation, total ligand binding was deter-
mined from the pellet of the cells treated with PBS, whereas the mem-
brane-bound and internalized fractions were determined, respectively,
from the supernatant and pellet of cells treated with acid pH.

RESULTS

IL-15Ra Binding to IL-15 Is Mainly Due to the Sushi Domain—In a
previous study (28), we have shown that removal of the sushi domain
encoded by exon 2 of IL-15Re resulted in a complete abrogation of
IL-15 binding to membrane anchored IL-15Rq, suggesting that the
sushi domain was indispensable for binding. To directly measure the
contribution of the sushi domain to IL-15 binding, soluble forms of
IL-15Ra containing the entire extracellular domain or only the N-ter-
minal sushi domain were prepared and assayed for IL-15 binding in a
competition assay and using SPR technology.

As shown in Fig. 14, a sIL-15ReIL-2 fusion protein produced in
Chinese hamster ovary cells and consisting of the entire IL-15Re extra-
cellular domain linked to a molecule of human I1.-2 {used as a tag for
purification) bound IL-15 with high affinity (k,, = 37 X 10° a5~}
kuge= 14X 107 °s % K, = 38 pm). A similar construction linking the
sushi domain of IL-15R« to human [1.-2 also bound IL-15 (Fig. 18) but
with a 10-fold lower affinity, mainly due to a more rapid off rate (k,, =
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31X 10°Mm 's Lkp=13X10 *s ' K, = 420 pm). A soluble sushi
domain was also produced in E. coli. This sIL-15Re-sushi also bound
IL-15 with a lower affinity (k,, =25 X 10° M 's kg =38 x 107"
s L K, = 1.5num) (Fig. 1C). These results indicate that the sushi domain
isresponsible for most of the binding affinity of IL-15 but that it does not
fully reconstitute the high affinity binding displayed by the full-length
extracellular domain.

Soluble IL-15Ra Proteins Inhibit IL-15 Binding to Membrane-an-
chored IL-15Ra—The three soluble forms of IL-15Re were tested for
their ability to compete with radiciodinated IL-15 for binding to
IL-15Ra expressed by the human cell line TF-1 that also expresses the
IL-15R+y chain but not the IL-15Rf chain (Fig. 10). The three proteins
completely inhibited I1.-15 binding to TF-1 cells with IC,, values that
were similar to the K; values measured by the SPR technology: 100 pm
(sIL-15Rell.-2), 270 pwm  (sIL-15Ra-sushidl-2), and 1.3 nm
(sIL-15Re-sushi).

sIL-15Ra-sushi Increases IL-15-driven Cell Proliferation through the
IL-15RB/y Complex—Because the soluble sushi domain was easily pro-
duced in E. coli in high yields, it was selected for all further studies. It was
first tested on cell lines that only express the IL-15RB/y complex (the
human Mo-7e cell line and the mouse 32D cell line that express endog-
enous mouse IL-15Ry chain and transfected human IL-15RB chain,
respectively). As expected, the Mo-7e cell line proliferated in response
to nanomolar concentrations of rIL-15 or rIL-2 (Fig. 2, A and B). Unex-
pectedly, addition of a fixed concentration of sIL-15Ra-sushi (10 nm) to
the assay increased the proliferative response to lower concentrations of
rIL-15 by ~4-fold. By itself, sIL-15Re-sushi did not induce any prolif-
erative response (data not shown). Similar results were obtained for
32D with a shift of ~10-fold (data not shown). The specificity was
assessed by the fact that sIL-15Ra-sushi did not affect the rlL-2-driven
proliferation of Mo-7e cells (Fig, 2B). Fig. 2C shows that sIL-15Ra-sushi
dose dependently (with an 1C,, of 3.5 nm, similar to its K, for [L.-15)
potentiated the effect of a fixed concentration of rIL-15 (1 nwm) thatalone
induces only a low level of proliferation.

1777 77, 2006+ VOLUME 281+-NUMBER 77

RLI and ILR Fusion Proteins Are Potent Inducers of Cell Prolifera-
tion through the IL-15RB/y Complex—To evaluate whether the syn-
ergistic effect of sushi on IL.-15 bioactivity could be transferred by a
single molecule, molecular constructs encoding fusion proteins link-
ing IL-15 and the sushi domain were elaborated. For the two con-
structions, a flexible linker was introduced between the C terminus
of IL-15 and the N terminus of the sushi domain (ILR) or vice versa
(RLI) (Fig. 2E). Molecular models illustrating the structures of these
proteins are shown in Fig. 2F. These two fusion proteins were tested
for their effect on the proliferation of Mo-7e cells. As shown in Fig.
2D, both proteins induced dose-dependent induction of Mo-7e cell
proliferation, with EC50s that were similar (~25 pwm) and far lower
than those of rIL-15 alone (3 nu), or of an equimolar mixture of
rIL-15 plus sIL-15Re-sushi (0.9 nu). These results further confirm
the synergistic effect of sIL-15Ra-sushi on the actions of IL.-15 and
indicate that stabilizing the IL-15+sIL-15Ra-sushi complex with a
covalent linker markedly enhances this synergistic action.

sIL-15Ra-sushi Increases IL-15-induced Prevention of Apoptosis, and
RLI Efficiently Prevents Cellular Apoptosis—Following cytokine with-
drawal, the fraction of apoptotic Mo-7e cells increased from 10 to 80% in
48 h (Fig. 3, A (panel a) and A (panel b)). When added at time zero,
rIL-15 (5 nm) reduced this apoptosis to 70% (Fig. 34, panel ¢). Alone,
sIL-15Ra-sushi (10 nm) had no effect (Fig. 3A, panel b). However, it
markedly potentiated the anti-apoptotic effect of rIL-15 (35% apoptosis
at 48 h, Fig. 34, panel c). The synergistic effect of sIL-15Ra-sushi on
IL-15-mediated prevention of apoptosis was confirmed by a kinetic
analysis (Fig. 3B) as well as by dose-response curves (Fig. 3C). rIL-15
acted with an IC, of ~1.5 nm, a value in agreement with the saturation
of IL-158/y receptors. This IC,, was ~10-fold lower (170 pu} in the
presence of 10 nu sIL-15Ra-sushi. The RLI fusion protein markedly
prevented apoptosis (Fig. 38). On a molar basis, it was even more active
than the IL-15sIL-15Ra-sushi association, with an IC;, of ~40 pwm
(Fig. 3C).
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FIGURE 2. Effects on IL-15-Induced proliferation through IL-15Rf/y. The prolifera-
tion of Mo-7e cells was evaluated by the incorporation of [PH]thymidine, Cells were
cultured with inareasing concentrations of human riL-15 (A] or human riL-2 (B), In the
absence (@) or presence [ <) of a fixed concentration (10 na) of sIL-15Re-sushl. C cells
were cultured in the presence of 1 nm rL-15, without (@) or with increasing concentra
tions of sIL-15Re-sushi [ €. O cells were cultured with increasing concentrations of
riL-15 (@), an equimolar mixture of IL-15 and sIL-15Ra-sushi [ <), RLI (A), or ILR fusion
protein (A), £ molecular constructs used to express BLI and ILR fusion proteins, fL- 158
s, human IL-15Re signal peptide; ppd sp, bovine preprolactin signal peptide. £, three
dimensional model structures of the fusion proteins.

&Il -15Roe-sushi Increases IL-15 Binding to Mo-7e Cells, and the RLI
Fusion Protein Binds to and Is Internalized by Mo-7e Cells—As expected,
Mo-7e cells bound IL-15 with intermediate affinity (K; = 13.5 nm), with a
maximal binding capacity of 800 sites/cell (Fig. 44). The addition of sIL-
15Rar-sushi (10 na) increased the affinity of IL-15 binding (K, = 7 nm)
without significantly affecting the maximal binding capacity (1180 sites/
cell). When using a radioiodinated RLI fusion protein (Fig. 48), we detected
binding to asimilar number of receptor sites (730 sites/ cell), and the affinity
of binding (K, = 780 pn} was markedly higher than that of IL-15. Fig. 4C
shows that RLI can be efficiently and rapidly internalized. The fraction of
cell-bound radivactivity decreased within ~20 min and was accompanied
by a concomitant increase in intracellular radicactivity.

sIL-15Roc-sushi Does Not Affect IL-15-driven Cell Proliferation nor
Inhibition of Apoptesis through the High Affinity IL-15R0/B/y Complex
The human lymphoma cell line Kit 225 expresses endogenous IL-15Rq,

4 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

A a b c
° 100 104 ° 100 10+ a 100 10

annexin V ~
>

8

N 2 D G
(=T = I =

L=

apoptosis (%) _

(=]

i i 1 i 30 i
0 10 20 30 40 50 10° 10" 10° 10° 10
time () [protein] (pM)

FIGURE 3. Effects on IL-15-induced prevention of apoptosis through IL-15Rf/y.
Apoptosis was luated by A in V cell-surface expression using flow cytom-
etry. In A: full histogram () represents annexin V staining on Mo-7e at the beginning of
the experiment. Cells were cultured for 48 h, without (b) or with a fixed concentration of
human rL-15 (500 pas) (el in the absence (full histogram) or presence of sIL-15Re-sushi
(10nw) (unbroken line). 8, kinetics of Annexin V expression on Mo-7e cells in the absence
of exogenous cytoking (@) or in the presence of =15 (500 pa) (2, $1L-15Ra-sushi (10 ns)
(O SIL-15Re-sushi (10 rws) plus AL-15 (SO0 pa) (< ) or BLI (500 pa) (&), G Mo-7e cells
were aulured with Increasing concentrations of riL-15, in the absence (C) or presence
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of RLI (A).
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FIGURE 4, Agonistic effect of sIL-15Ra-sushi on IL-15 binding to IL-15R i/y: binding
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(M) or presence of 10 e siL-15Re-sushl (L. 8, binding of '**I-labeled RLI fuslon protein.
Scatchard plots are shown in insets. C internalization of '**I-labeled RLI fuslon protein
(500 pa).

-5, and -y chains, and the human TF-1 cell line expresses endogenous
IL-15R e and -y chains plus the transfected human IL-15R 3 chain. Con-
sequently, these cell lines proliferate in response to low, picomolar con-
centrations of IL-15, as shown in Fig. 5 (4 and B) (EC,, = 19 pm and 21
pM, respectively). In contrast to what was found using Mo-7e or 32D
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FIGURE 5. Effects on IL-15-induced cell proliferation and apoptosis througkh
IL-15Ra/ By r [*HIThymidine incorporation by Kit 225 (4) and TF-15 (8} cells
cultured with increasing concentrations of riL-15 (@), an equimolar mixture of riL-15 and
sIL-15Ra-sushi (<), RLI (&), or ILR fusion protein (). In C: Annexin V staining of TF-18 at
the beginning of the experiment (g), at 48 h after culture without (b} or with a fixed
concentration of human rlL-15 (500 pw) (c), in the absence (full histogram) or presence of
sIL-15Ra-sushi protein (10 nw) (unbroken line), or in the presence of 10 pw of RLI (d). D,
kinetics of staining in the absence of exogenous cytokine () or in the presence of rlL-15
(10 pwi) (@), sIL-15Re-sushi (10 nw) (1), sIL-15Ra-sushi (10 nu) plus fL-15 (10 pu) (), or
RLIfusion protein {10 pu) (&), E, staining at 48 h after culture with increasing concentra-
tions of rlL-15, in the absence (@) or presence (<) of a fixed concentration (10 nw) of
sIL-15Ra-sushi, or with increasing concentrations of RLI fusion protein (&).

cells, addition of equimolar concentrations of slL-15Rea-sushi to I1.-15
did not significantly affected the IL-15 dose-response curve on either
cell type. The ILR fusion protein was as active as rIL-15 on the two cell
lines. The RLI was also as active as rIL-15 on Kit 225 cells but was
~16-fold more efficient (EC5, = 1.2 pm) than rIL-15 on TF-1p cells.

The effects of sIL-15Ra-sushi and RLI were further analyzed on
TE-18 cell apoptosis induced by cytokine deprivation. Histograms
showing these effects are given in Fig. 5C, whereas the kinetics and dose
responses of these effects are shown in Fig. 5, D and E, respectively.
rIL-15 dose and time dependently inhibited TF-1B apoptosis. sIL.-15Ra-
sushi alone had no effect and did not change the effect of IL-15ICg, =
6.5 pM for rIL-15 or sIL-15Rea-sushi plus rIL-15. The ILR fusion protein
was as active as rIL-15, whereas RLI was about three times more active
(IC5, = 2.5 pm).

1L-15, sil-15Re-sushi, and RLI Binding to TFIB Cells—Insofar as
IL-15Ree-sushi did not affect [L-15 proliferation of TF-1, we examined
its effect on IL-15 binding over a wide concentration range (Fig. 64).
Seatchard analysis of the saturation binding curve indicated the pres-
ence of two classes of [L-15 binding sites, compatible with the presence
of a small number of high affinity binding sites (IL-15Ra/p/y com-
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plexes, K, = 22 pm, B = 100 sites/cell) plus higher amounts of inter-
mediate affinity binding sites (IL-15RB/y complexes, K; = 30 nm, 2800
sites/cell). slL-15Rea-sushi induced an increase in 11.-15 binding that,
according to Scatchard analysis, was mainly due to an increase in the
affinity of IL-15 binding for the intermediate-affinity component (K; =
3.5 num). To more specifically test the effect of sIL-15Re« on the high
affinity component, its effect was analyzed on the binding of a low con-
centration of radiolabeled 11.-15 (200 pa) that mainly targets the high
affinity receptor. As shown in Fig. 6B, sIL-15Rea-sushi, at concentrations
of up to 25 nu, did not affect this binding.

The binding of radiolabeled sIL.-15Ra-sushi to TF-18 cells (Fig. 6C)
revealed a specific binding component that was strictly dependent on
the presence of rll.-15. In the presence of 1 nm rllL-15, the K, reflecting
slL-15Ra-sushi binding was 3.5 n, a value compatible with its affinity
for IL-15, with a maximal binding capacity (3300 sites/cell) compatible
with the number of I1.-15 intermediate binding sites. As further shown
in Fig. 6D, the radiolabeled sIL-15Ra-sushi was efficiently internalized.
Radiolabeled RLI fusion protein also bound to TF1 cells (Fig. 6E). A
single specific binding component was observed with a K, of 250 py and
a maximal capacity (4000 sites/cell) again comparable to the number of
IL-15 intermediate affinity binding sites. Once bound, the RLI was also
efficiently internalized (Fig. 6F).

DISCUSSION

Deletion of the exon 2-encoded sushi domain of human IL-15Rea was
formerly shown to completely abrogate I1.-15 binding, indicating the
dispensable role of the sushi domain in cytokine recognition (28). Con-
versely, we show in this study that removal of the C-terminal tail (exons
3-5) of the extracellular part of IL-15Re (in the context of the slL-
15RerIL-2 fusion protein) results in a 10-fold decrease in its binding
affinity for [L-15, as seen by SPR, and a 3.5-fold decrease in its affinity as
seen in a competition assay. In terms of thermodynamics, the 10-fold
decrease in affinity was calculated to correspond to a 10% loss of the free
energy of interaction of IL-15 with IL-15R«. Thus, the N-terminal
structural domain encoded by exon 2 (sushi domain) bears most (90%)
but not all of the IL-15 binding capacity. Recent data from our labora-
tory” indicate that the domain encoded by exon 3 also contributes to
IL-15 binding. The sIL-15Ra-sushi produced in E. coli had an affinity
that was 3- to 4-fold lower than that of sIL.-15Rea-sushi-IL-2 produced in
Chinese hamster ovary cells. This difference cannot be explained by
differences in the glycosylation status of the two proteins, inasmuch as
the sushi domain does not contain any potential sites for N- or O-linked
glycosylations (2). It is therefore likely to be due to differences in the
structural folding of the two proteins.

While competing with IL-15 binding to membrane IL-15Re, sIL-
15Re-sushi was found to exert agonistic effects by enhancing IL-15
action through the IL-158/y complex. Studies on cells expressing either
only intermediate affinity IL-15 receptors (Mo-7e and 32Df) or both
high and intermediate affinity IL-15 receptors (TF-18 and Kit 225)
showed that the agonist action of sIL-15Ra-sushi was specifically
directed to the IL-15RB/y complex: (i) it had no effect in the absence of
IL-15; (ii) it bound to TF-1p cells in the presence of IL-15 with a single
affinity class of binding sites whose density was comparable to that of
intermediate IL-15 binding sites; (iii) it increased the affinity of IL-15 for
the IL-15RA/y complex on Mo-7e cells and TF-1 cells, whereas it did
not affect the binding of 11.-15 to the high affinity complex on TF-153
cells; and (iv) itenhanced the efficiency of the biological actions of IL-15
(proliferation and prevention from apoptosis) through IL-15R8/y on

*E. Mortier, unpublished results.
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Mo-7e cells but had no effect on the same biological effects mediated
through the high affinity receptor on TF-1f cells.

The functionality of this agonistic action was further supported by
the fact that sIL-15Ra-sushi, once bound in conjunction with IL-15 to
IL-15RB/yon Mo-7e cells, was efficiently internalized within the cell. Its
potency was strengthened in the context of the ILR and RLI fusion
proteins: (i) RLI bound to IL-15RB/y with an affinity almost 20-fold
higher than IL-15 itself; (ii) binding of RLI was followed by a rapid
internalization of the fusion protein; and (i} the RLI or ILR fusion
proteins were much more potent than IL-15 in the functional assays.
The dose-response curves of the two fusion proteins on Mo-7e cells
were comparable to those of [L-15 through the high affinity receptor on
Kit 225 or TF-1p cells, indicating that these fusion proteins almost fully
reconstituted the high affinity response on cells only expressing the
intermediate affinity receptor.

6 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

These results therefore indicate thatsIL-15Ra-sushi and IL-15 form a
complex that cooperatively increases their binding affinities to the
IL-15RB/y receptor. In contrast, sIL-15Ra-sushi is not able to affect
IL-15 binding and bioactivity once this latter is already associated with
the high affinity membrane receptor complex. The possibility that sIL-
15Ra-sushi can still bind to IL-15 already engaged in this high affinity
complex cannot, however, be excluded and could be tested with the
availability of cells expressing mainly high affinity receptors, ie. cells
prr{.ssing similar levels of the three rl:u.plur subunils

natumlly pr()duud b} IL-15Ra- p05|twe cells, behaves as a p(:weilul
antagonist by binding [L.-15 with high affinity (K, = 166 pu) and inhib-
iting IL-15-induced proliferation of Kit 225 cells at low concentrations
(IC;, between 3 and 10 pu) (19). These results are in contrast with the
present study showing that sIL-15Ra-sushi has no effect on the prolif-
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FIGURE 7. Proposed models for the diff tial effects of sIL-15R« and sIL-15Ra-
sushi. 4, in the context of IL-15Ra/B/y receptors, sIL-15Ra competes with membrane
IL-15Ra for binding IL-15. B, in the context of IL-15RA/y receptors, slL-15Ra-sushiforms a
complex with IL-15 that activates the IL-15RE/y complex more efficiently than IL-15
alone. The RLI or ILR fusion proteins amplify this agonistic effect. C, in the context of
IL-15Ra/ B/y receptors, slL-15Ro-sushi is not efficient in competing with membrane
IL-15R«, or it competes with membrane IL-15Rcx and the complex of sIL-15Ra-sushi with
IL-15 activates excess IL-15RB/y complexes as in B.

eration of Kit 225 cells or of TF-1 cells and acts as an agonist on Mo-7e
cells. Another contrasting result was reported in a recent study showing
that a mixture of rIL-15 and a recombinant human sIL-15Re (lacking
exon 3)-Fc homodimeric chimera could have an anti-apoptotic effect on
Mo-7e cells, whereas rlL.-15 alone at the same dose had no effect (29). In
an attempt to explain these differences of action, a model is proposed in
Fig. 7.In this proposal, in the context of the high affinity IL-15 response,
sIL-15Re acts as a competitor of membrane IL-15Re« for the recruit-
ment of IL-15 (Fig. 7A). The complex of sIL-15Ra-sushi with IL-15, on
the contrary, is able to associate with membrane IL-15RB/y and
enhance the biological effect of IL-15 (Fig. 7B). There are two ways of
explaining the absence of the inhibitory effect of sIL-15Ra-sushi in the
context of the high affinity receptor (Fig. 7C). In the first, sIL-15Ra-
sushi has a lower affinity for IL-15 (K, = 1.5 nM, this report) than has
sIL-15Re (K; = 160 pM) (19) and, therefore, is not be able to efficiently
compete with membrane IL-15Ra on Kit 225 or TF-18 cells. In the
second, sIL-15Rea-sushi can compete with membrane IL-15Ra to bind
IL-15 and form complexes with IL-15RB/y similar to those formed on
Mo-7e cells. Such complexes are less efficient, because they need higher
concentrations of [L-15 to be activated (IC,, = 750 pminstead of 20 pm
for high affinity receptors, Figs. 2 and 5). However, given the fact that
IL-15RB/yare in excess of [L-15Re in Kit 225 or TF-18 cells, the lower
efficiency of such complexes could be compensated for by their higher

7777 77, 2006+ VOLUME 281-NUMBER 77

Agonist Effect of Soluble IL-15Ra-sushi

density (3000 intermedialte affinity receptors instead of 100 high affin-
ity receptors on TF-18 cells, Fig. 6). This would result in no observable
changes in terms of biological effects. Our observation that sIL-15Re-
sushi does not affect I1.-15 high affinity binding on TF-18 cells (Fig. 68)
is, however, in favor of the first possibility. The functional differences
between sIL-15Rea and sIL-15Ra-sushi indicate that the C-terminal tail
of sIL-15Re plays a erucial role in competing with membrane I1.-15Re
and hence in the antagonistic action of sIL-15Ra. This tail would either
impede soluble 1L-15R« association with [L-15RS3/y or allow such an
association but result in a functionally inappropriate conformation of
IL-15RB/y. A similar mechanism has been proposed in the case of a
soluble common vy chain (30). The inhibitory activity of this soluble y
chain (corresponding Lo the entire extracellular part of the y chain) was
abolished by removal of its C-terminal part or by mutations of the
WSXWS motif, two regions not involved in cytokine binding.

The agonistic effects of sushi are reminiscent of the agonistic effects
described for soluble receptors within the extended IL-6 family of cyto-
kines (namely sIL-6R, sIL-11R, sCNTFR, and the IL.-12p40 subunit)
(31). However, such an agonistic action in the case of the [L-15R could
not be anticipated given that all soluble receptors so far described within
the yc family (sIL-2Re, sIL-2RB, and sIL-4R), and slL-15Re itself,
behave as eytokine antagonists (19, 32). The present results therefore
identify the soluble sushi domain of IL-15Re as an unexpected and
efficient agonist within this family. It would be interesting to evaluate
whether such an agonistic activity can be similarly obtained with a sIL-
2Re-sushi protein.

The concept of cytokine trans-signaling was initially used in the case
of IL.-6, where soluble IL-6R was shown to enhance the sensitivity of
[L.-6-responsive cells to the action of 1L-6 and to render cells that
express gpl30 but not membrane IL-6R responsive to IL-6 (33). This
concept has been extended to other members of the gp130 cytokine
family (IL-11R, CNTFR, and CLC) (34-37). In the case of IL-15, a
mechanism of cytokine transpresentation has been shown (12) in which
IL-15 produced by monocytes/dendritic cells is associated to membrane
IL-15Ra expressed by the same cells and can stimulate the proliferation
of IL-15RB/y " IL-15Re " bystander cells. Recent reports have suggested

tates expression of [L-15 and IL-15Ra by the same cells (13, 14, 38, 39).
It bears some similarity with the trans-signaling concept, in that transp-
resented I1.-15/11.-15Ra complexes can sensitize [L-15RB/y " 1L-15Ra
cells to physiological concentrations of IL-15. In this respect, membrane
[L.-15Ree acts as an agonist of [1.-15 action by increasing its avidity for the
IL-15RB/y complex and the efficiency of signaling (12). Our data show
that sIL-15Ra-sushi  behaves similarly, sensitizing IL-15RB/y"
IL-15Ra™ cells to the actions of IL-15. This suggests that the sushi
domain of membrane IL-15Ra is crucial for transpresentation. We have
shown that sIL-15Re, produced by IL-15Ra-expressing cells and
encompassing the entire extracellular part of IL-15Re, is inhibitory to
the actions of IL-15 (19) and likely constitutes a negative feedback
mechanism that limits the biological effects of IL-15. In contrast, the
sIL-15Re-sushi described in this study displays an agonistic effect. If
such soluble sushi is generated by IL-15Ra-expressing cells, it could
participate in the IL-15 transpresentation mechanism. The existence of
such naturally produced soluble sushi domains has not yet been
described but is supported by the facts that (i) different isoforms of the
membrane [L-15Ra have been described, including some that lack the
tail (encoded by exons 3-5) linking the sushi domain to the transmem-
brane domain (3, 28, 40) and (i) generation of soluble counterparts for
some of them by shedding has been demonstrated (19). Thus, sIL-15Ra
and sIL-15Ra-sushi could have opposing regulatory effects and, as such,
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participate in both controlling the magnitude and duration of IL-15-
mediated biological actions.

A fusion protein (hyper-IL-6) consisting of the sIL-6R C terminus
fused by means of a flexible linker to the N terminus of IL-6 has been
described as a novel approach to render the IL-6-sIL-6R complex more
stable and more active than the combination of unlinked IL-6 and
sIL-6R (41). A similar approach has also been used in the case of IL-11
(34). We show that this approach is also valid in the case of IL-15. A
molecular model of IL-15 with the sushi domain was generated (Fig. 2)°
that helped to design a flexible linker enabling to link the C terminus of
IL-15 to the N terminus of sushi (ILR fusion protein) or vice versa (RLI
fusion protein). The model also predicted that the linker would not
mask the areas of IL-15 that have been shown to be involved in binding
to the IL-15RBand ychains. As discussed above, the two fusion proteins
turned out to be much more active than IL-15 and the combination of
IL-15 plus sIL-15Re-sushi in activating the IL-15RB/y complex on
Mo-7e cells. When used on TF-1 cells, and in the context of activation
of the high affinity receptor, the ILR fusion protein was as active as
[L-15, and the RLI fusion protein was even 10-fold more active, with an
EC,, as low as 1.2 ps in inducing cell proliferation. Due to their high
activity, these hyper-11.-15 fusion proteins appear to constitute valuable
tools for the expansion of lymphocyte subsets, and especially those (NK
and CD8 memory T cells) for which transpresentation of I1.-15 has been
suggested to be the physiological activating process (13). Such fusion
proteins might therefore be very efficient adjuvant molecules in thera-
peutic strategies aiming at curing patients with cancer, immunodefi-
ciencies, or infectious diseases.
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III. IL-15, sIL-15Ra, complexe IL-15/sIL-15Ra et
pathologies.

A. Introduction.

L'expression de I'IL-15 est finement régulée dans des conditions physiologiques et
un certain nombre de maladies ont été décrites en association avec une activation ou un
défaut du systéme IL-15. Parmi ces maladies, on peut citer les cancers, les maladies
autoimmunes, inflammatoires ou infectieuses, les rejets de greffes, ou encore les
immunodéficiences. Les transcrits de I'IL-15Ra étant exprimés dans de nombreux types
cellulaires et tissus, et le sIL-15Ra possédant une forte affinité et efficacité de blocage
pour I'IL-15, ce récepteur soluble peut exercer un rdle important dans un contexte
physiologique comme pathologique. L'IL-15 a été¢ détectée dans des liquides biologiques
de patients atteints de maladies inflammatoires chroniques comme la polyarthrite
rhumatoide, les maladies inflammatoires de l'intestin (la maladie de Crohn et la rectocolite
hémorragique), les maladies inflammatoires pulmonaires (sarcoidose), ainsi que certains
cancers. Les méthodes de détection mises au point dans mon travail de theése (mesures du
sIL-15Ra, de 1 TL-15 et du complexe) seront des outils importants permettant de mieux

analyser la régulation du systeme IL-15 dans de telles pathologies.

B. Mise en évidence d’un complexe I1L-15/sIL-15Ra
dans le surnageant de COS-7 double transfectées.

1. Méthodes de détection du sIL-15Ra, de I'IL-15 et
du complexe.

L'identification du récepteur soluble, sIL-15Ra, a été possible par la mise au point
d'une technique RIA sensible, avec une limite de détection de 1 pM. Un premier anticorps
polyclonal (AF247, R&D) est utilis¢é afin de piéger le sIL-15Ra présent dans les
surnageants ou les liquides biologiques. Le second anticorps monoclonal (M161, Medarex)
est radiomarqué a 1'*°I et sert & la révélation. Le M161 réagit avec un épitope de I'L-15Ra.
impliqué dans l'interaction avec 1'IL-15 en bloquant sa liaison. Ainsi, cet RIA ne permet la

détection que du sIL-15Ra "libre", non li¢ a une molécule d'IL-15. Deux autres types de
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RIA ont été¢ mis au point, I'un permettant la détection de I'IL-15, l'autre, la détection du
complexe formé d'une molécule d'IL-15 avec une molécule de sIL-15Ra (Figure 15). Fort
de ces différents outils, il nous est permis de cribler différents types de liquides biologiques
humains, sains ou pathologiques afin de mesurer l'existence de ces différentes molécules in
Vivo, ce qui peut permettre d'évaluer leurs roles a la fois dans un contexte physiologique,
dit "normal" et dans différentes situations pathologiques (degré d'évolution, réponse a

différents traitements).

RIA RIA RIA
« slL-15Ra » «|L-15 » «complexe »
B-E29
M161 B-E29
MAB247

Figure 15 : Les Différents RIAs de Détection du sIL-15Ra, de I'lL-15 et du Complexe. Les
sensibilités des différents RIAs sont, respectivement, de 1 pM, 2 pM et 4 pM. (Ac anti-IL-15 : B-E29
et MAB247; Ac anti-IL-15Ra : M161 et AF247)
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2. Détection d’un complexe IL-15/sIL-15Ra dans les
surnageants de COS-7 exprimant I’IL-15 et I'IL-
15SRa membranaire.

Les cellules COS-7 ont été transfectées pour exprimer soit I'IL-15 (COS IL-15),
soit la chaine IL-15Ra membranaire (COS IL-15R) soit les deux a la fois (COS IL-
15/15R). Les expressions de I'[L-15 et de I'IL-15Ra a la surface et a I’intérieur des
cellules ont été mesurées par cytométric de flux. Les surnageants des trois types de

cellulles ont été testés dans les différents RIAs (Tableau 3).

COS IL-15R COS IL-15 COS IL-15/15R

IL-15Ra. (M161) ~ membranaire + (2,70) - (1,09) +/- (1,46)
intracellulaire + (4.27) - (1,00) - (1.18)
sIL-15Ra surnageant + - -
IL-15 (B-E29) membranaire - (1,01) - (1,31) + (2,19)
intracellulaire - (133) +(1,93) + (9,98)
IL-15 surnageant _ + +
Complexe surnageant - - +

Tableau 3 : Expression de I'lL-15 et de la Chaine IL-15Ra a la Surface, a I'Intérieur et dans
les Surnageants de Culture des Cellules COS Transfectées. Les cellules COS-7 ont été
transfectées de fagon transitoire pour exprimer I'lL-15 et/ou I'lL-15Ra.

48h apres la transfection, les cellules sont décollées au PBS / BSA / EDTA puis marquées par les
anticorps anti-IL-15 (B-E29) ou anti-IL-15Ra. (M161) avec ou sans agent perméabilisant
(saponine). La fixation non-spécifique a été déterminée a l'aide d'un anticorps irrelevant, et la
liaison des anticorps a été révélée en cytométrie de flux par un anticorps secondaire couplé a un
fluorochrome. Les moyennes géométriques de fluorescence ont été calculées, et les rapports entre
le marquage spécifique et non-spécifique sont représentées dans le tableau ci-dessus.

48h apres la transfection, les surnageants de culture ont été récoltés. L'anticorps de capture
(5ug/ml) a été fixé au fond des plaques en plastique, et les puits ont été saturés par de la BSA.
L’anticorps immobilisé a été incubé en présence des surnageants de culture des différentes
cellules transfectées. Les protéines (IL-15, sIL-15Ra et complexe) fixées a I'anticorps immobilisé,
ont été incubées avec I'anticorps de révélation radiomarqué a I'*’l (1 nM) et les radioactivités liées
et libres ont été mesurées (+ présence dans le surnageant; - absence ou en dessous du seuil de
détection).

-129 -



Résultats

Les cellules COS IL-15R présentent le récepteur a la membrane (ratio de moyenne
géométrique du marquage spécifique versus non spécifique, r = 2,70). Le dosage RIA "sIL-
15Ra" des surnageants de ces cellules est positif, témoignant du relargage du récepteur
soluble a partir de la chaine membranaire. Dans les cellules COS IL-15, 1'[L-15 n'est
détectable par 1'Ac B-E29 qu'a l'intérieur des cellules (r = 1,93) et est sécrétée dans le
surnageant.

Les cellules COS IL-15/15R expriment le récepteur a la surface a un niveau plus
faible que les cellules COS IL-15R (r = 1,46). Le marquage intracellulaire est négatif et
aucune molécule de sIL-15Ra n'est détectable dans les surnageants. Au contraire, 1'I[L-15
est détectable a la surface (r = 2,19) ainsi qu'a l'intérieur (r = 9,98) et dans les surnageants
des cellules COS doublement transfectées. L’Ac M161, utilis¢ pour détecter I'lL-15Ra,
reconnait sur 1'IL-15Ra la zone de fixation de I’'IL-15. La faible détection (membrane)
voire 1'absence de détection (intracellulaire, surnageant) de 1'lL-15Ra pourrait étre due au
fait que la majorité de 1'lL-15Ra est associée a 1'lL-15, empéchant le M161 de se fixer. Au
contraire, I'Ac B-E29 est capable de reconnaitre [I'IL-15 fixée a I’IL-
15Ro IO OO OO0 et le RIA "IL-15" dose non seulement I’IL-15 libre mais aussi
I’IL-15 fixée au sIL-15Ra. L'hypotheése du complexe est confirmée par sa détection dans le
surnageant des cellules COS IL-15/15R avec le RIA "complexe". Ce RIA n’est positif que

pour les surnageants des cellules COS IL-15/15R, et donc ne dose pas les protéines libres.

C. Mise en Evidence du sIL-15Ro et d'IL-15 dans
les sérums de patients atteints de Maladie de Crohn.

Des travaux précédents ont montré la présence d'IL-15 dans certaines maladies
inflammatoires de l'intestin, comme la maladie de Crohn (MC), dans sa phase aigue, et la
rectocolite hémorragique (Kirman and Nielsen 1996). Ainsi, en collaboration avec le
service de gastroentérologie du CHU de Nantes (Dr Arnaud Bourreille), nous avons dosé
dans un premier temps, le récepteur soluble, sIL-15Ra et I'IL-15 dans les sérums des
patients par les RIAs mis au point. Nous avons testé 11 patients atteints de MC traités par
des Ac anti-TNFo (Rémicade®, infliximab), & temps zéro (MC 0) puis aprés 6 semaines de
traitement (MC 6). En paralléle, nous avons dosé les sérums de 40 témoins "sains" (Figure
16).

-130-



Résultats

[sIL-15R o] (pM
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Figure 16: Dosages du slL-15Ra et de I'lL-15 chez 11 Patients Atteints de la Maladie de
Crohn avant Traitement et aprés 6 Semaines de Traitement anti-TNFa (Rémicade®). (T:
Témoins "sains"; MC O: patients Crohn avant traitement; MC 6: patients Crohn aprés 6 semaines
de traitement). Les barres horizontales représentent les médianes. Les graphiques de droite
montrent l'appariement des dosages. Les résultats ont été analysés par les tests statistiques de
Mann & Whitney ou de Wilcoxon suivant les conditions.

Aprées l'analyse statistique selon Mann & Whitney (test non appari¢), on observe
que les taux de sIL-15Ra de MC 0 ne sont pas significativement différents (p = 0,1087)
des taux retrouvés chez les témoins. Au contraire, le niveau de sIL-15Ra de MC 6 est trés
significativement différent de celui dosé chez les témoins (p = 0,0017). De plus, l'analyse
statistique de Wilcoxon, tenant compte de l'appariement des dosages (pour le méme
patient, on a un dosage a 0 et 6 semaines), montre que les niveaux de sIL-15Ra de MC 0 et
de MC 6 sont significativement différents (p = 0,0195) indiquant une augmentation
significative du taux de sIL-15Ra au cours du traitement par Ac anti-TNFa.

On observe une tendance inverse pour les taux d'IL-15. Ainsi, avant le traitement,

le niveau d'IL-15 chez les patients atteints de MC 0 est significativement supérieur aux
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témoins T (p = 0,0117, Mann & Whitney). Mais, apres 6 semaines (MC 6), ce taux n'est
pas différent de celui des témoins (p = 0,4464). L'analyse de Wilcoxon révéele que le niveau
d'TL-15 est significativement plus ¢élevé chez les patients avant traitement par rapport aux
patients aprés 6 semaines de traitement (p = 0,013). Donc, on observe une diminution
significative du taux d'IL-15, libre et/ou complexée au récepteur soluble, au cours du
traitement par Rémicade”.

Il semble donc, que le récepteur soluble jouerait un role dans la maladie mais des
analyses plus approfondies sont nécessaires afin de déterminer I’implication du sIL-15Ra
dans I’évolution de la maladie au cours du traitement par Rémicade”. Cependant, une
tendance significative semble ressortir selon laquelle I'IL-15 serait présente a de plus fortes
doses lors de la phase aigue de la maladie et sa quantité diminuerait aprés traitement des
patients par des Ac anti-TNFo (Rémicade®). Inversement, le sIL-15Ra, non
significativement plus €élevé pendant la phase aigue, aurait quant a lui plutét tendance a

augmenter sous traitement.
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De nombreux récepteurs de cytokines ont ét¢ mis en évidence. Ils agissent en tant
que modulateurs de la réponse de la cytokine. L'IL-15 et I'lL-2 présentent une certaine
redondance fonctionnelle in vitro. Cette redondance s'explique en partie par le fait qu'elles
partagent les sous-unités transductrices IL-2Rf} et y.. Leur spécificité est conférée par une
chaine privée, la chaine réceptrice o.. Une forme soluble de la chaine a du récepteur de
I'IL-2, sIL-2Ra., a été découverte et agit en tant qu'antagoniste de l'action de I'L-2 a de
fortes concentrations. Au cours de cette étude nous avons recherché a savoir si, a 1’instar
de ce qui avait été décrit pour le systéme IL-2, une forme soluble de la chaine spécifique
du récepteur a I’'IL-15 pouvait exister. Une telle forme soluble devrait avoir un role

important dans le systéme déja hautement régulé de I'IL-15.

Mise en éevidence du sIL-15Re : de I'in vitro a I'in vivo.

La découverte d'une forme soluble du récepteur de 1'IL-15, sIL-15Ra, a été possible
grice a la mise au point d'une technique de dosage sensible RIA. Le M161, qui est
I'anticorps radiomarqué nécessaire a la détection, présente un épitope impliqué dans la
zone de liaison de I'IL-15 et bloque l'interaction cytokine/récepteur. Ainsi, seul le sIL-
15Ra libre, c'est-a-dire, non complexé avec 1'L-15 endogene est dosé. Le sIL-15Ra a été
mis en évidence, dans un premier temps, dans des surnageants de culture de COS-7
transfectées par 'ADN complémentaire codant pour la forme totale de la chaine IL-15Ra
sans stimulation. Apres traitement des cellules a la PMA ou a la ionomycine, la quantité de
sIL-15Ra dans les surnageants de culture est accrue.

Différentes lignées cellulaires humaines exprimant I'IL-15Ro membranaire ont été
testées (A172: lignée de glioblastome, TF-1: lignée erythroleucémique, Kit 225: lignée de
lymphome). Toutes ces lignées présentent dans leur surnageant de culture du récepteur
soluble et donc constituent une source potentielle de sIL-15Ra in vivo. Le PMA active la
libération de différents récepteurs de cytokine dont le IL-15Ra, indiquant que la voie de la
protéine kinase C (PKC) est impliquée dans ce processus (Mullberg et al. 1992). La
mobilisation du calcium par la ionomycine stimule également la libération de 1'L-15Ra
comme décrit précédemment pour I'lL-6Ra (Jones et al. 1998). L'IL-1pB et le TNF-a qui
activent la voie PKC et induisent la MMP-9, stimulent aussi le relargage du sIL-15Ra
(Esteve et al. 2002).

Fort de 1'outil RIA mis au point, nous avons pu débuter une étude chez les patients

atteints de la maladie de Crohn, une maladie inflammatoire de l'intestin. Nos résultats
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préliminaires montrent l'existence du sIL-15Ro [0 [1[J(][J10) in vivo dans le sérum, ce

qui suggere un rdle potentiel du systéme IL-15 dans cette maladie.

Geénération du slL-15R e« par coupure protéolytique.

Deux mécanismes physiologiques principaux ont ¢t¢ décrits quant a la génération
de récepteur soluble: le clivage protéolytique de la forme membranaire et la synthése a
partir d'ARN messager de la forme soluble issu d'un épissage alternatif (Fernandez-Botran
et al. 1996). Trois observations montrent que le sIL-15Ra nouvellement mis en évidence
est issu d'un clivage protéolytique. En effet, plusieurs études antérieures ont décrits
différents transcrits issus d'un épissage alternatif codant pour diverses formes
membranaires de I'l[L-15Ra mais aucune ne montre l'existence d'un transcrit codant pour
une forme soluble (Anderson et al. 1995; Dubois et al. 1999; Bulanova et al. 2003). De
plus, la stimulation des cellules pour la production de sIL-15Ra est accompagnée par une
diminution de l'expression de la forme membranaire a la surface des cellules. Enfin, lors
des expériences de transfection des cellules COS-7 par I' ADN complémentaire codant pour
la forme totale, le sIL-15Ra a été détecté par RIA dans les surnageants de culture. Cette
forme soluble présente un poids moléulaire de 42k Da, 13 kDa plus faible que la forme
membranaire de 55 kDa. Dans ces expériences de transfection, les mécanismes d'épissage
sont exclus. De plus, lors de la transfection des cellules COS-7 par 'ADN complémentaire
codant pour la forme soluble de la chaine IL-15Ra., une protéine de poids moléculaire de
42 kDa a également été détectée par RIA. Une forme soluble de la chaine IL-15Ra de 42
kDa a aussi ¢ét¢ mise en évidence dans différents surnageants de culture de lignées
cellulaires humaines exprimant la forme membranaire suggérant que le processus de
clivage de la forme membranaire est similaire a celui qui agit au niveau des cellules COS-7
transfectées.

Nous avons ensuite cherché quel type de protéase était impliquée dans la libération
de la molécule. Différents inhibiteurs de protéases ont été testés sans effet sur le clivage de
la forme membranaire de I'[L-15Ra. Seul, le GM6001, inhibiteur non spécifique des
MMPs, bloque le relargage induit par une stimulation par PMA. Ce phénoméne de coupure
protéolytique induite par les MMPs a déja été décrit pour d'autres récepteurs solubles,
notamment pour le sIL-2Ra. (MMP-2 et MMP-9) (Sheu et al. 2001). Cependant, le
GMO6001 est sans effet sur la libération constitutive du sIL-15Ra. Ainsi, deux mécanismes

différents de clivage protéolytique se trouvent impliqués dans la génération du sIL-15Ra,
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ce qui a déja été montré pour d'autres récepteurs (Hooper et al. 1997). Chez la souris, le
clivage protéolytique de I'lL-15Ro membranaire est dépendant de la TACE (Budagian et
al. 2004) comme pour de nombreux autres récepteurs de cytokines. Cependant, la plupart
des protéases impliquées dans le processus de protéolyse ne sont pas identifiées. En effet,
pour un récepteur membranaire, différentes protéases peuvent étre impliquées dans le
relargage, et inversement, une protéase peut couper différents substrats.

Le poids moléculaire du sIL-15Ra de 42 kDa indique que la coupure par la
protéase se fait au niveau d'un site a proximité de la membrane, comme il 1'a déja été
démontré pour d'autres récepteurs de cytokines (Fernandez-Botran et al. 1996). Différentes
délétions des domaines 3, 4 ou 5 extracellulaires de 'IL-15Ra ont été réalisées mais aucun
ne supprime le relargage de la chaine membranaire. Une premicre hypothése est que la (ou
les) protéase(s) agit a différents sites de clivage. Une autre hypothése serait que le (ou les)
site(s) de coupure serait localisé(s) dans la partie N-terminale du domaine 6,

transmembranaire, mais néanmoins accessible a I'enzyme.

Affinités du slL-15Re et du sIL-15Ra-sushi.

Le sIL-15Ra lie I'IL-15 avec une forte affinit¢ (Kd = 166 pM), équivalent a
l'affinité retrouvée pour la chaine IL-15Ro membranaire isolée ou associée aux deux
chaines réceptrices transductrices IL-2Rp et y.. Le sIL-15Ra, comme le sIL-4Ra et le
sTNF-Raw qui lient leur ligand avec une forte affinit¢ comparable a leur analogue
membranaire, est un puissant antagoniste de l'action de I'lL-15. Le sIL-15Ra entre en
compétition avec la chaine IL-15Ro membranaire et est capable d'inhiber a faibles
concentrations (IC50 = 20 pM) la fixation de 1'[L-15 sur I'[L-15Ra présent a la surface des
cellules. De plus le sIL-15Ra inhibe fortement et spécifiquement la prolifération des
cellules dépendantes de I'IL-15 (ICsp = 3-10 pM) mais est sans effet sur la prolifération
dépendant de I'L-2. Les valeurs d'IC50 d'inhibition de fixation de 1'IL-15 et de
prolifération sont du méme ordre. En ce qui concerne le sIL-4Ra, une concentration 10
fois supérieure en récepteur soluble est nécessaire pour inhiber la prolifération cellulaire
dépendante de I'IL-4 par rapport a la concentration efficace pour bloquer la fixation sur le
récepteur membranaire (Fernandez-Botran and Vitetta 1990). Ce phénoméne s'explique par
le fait que le sIL-4Ra joue un role de transporteur de 1'lL-4 (Fernandez-Botran and Vitetta

1991). Le sIL-15Ra est aussi, voire plus efficace pour inhiber la prolifération que la
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fixation, donc I'L-15 ne semble pas avoir un tel role. Il reste a étudier le réle protecteur
potentiel de I'lL-15 par le sIL-15Ra.

La délétion de I'exon 2 codant pour le domaine sushi de la chaine IL-15Ro humaine
abroge totalement la fixation de 1'IL-15 (Dubois et al. 1999). Nous avons, au contraire,
observé que la délétion des domaines 3 a 7 résulte en une diminution d'affinit¢ de 10 fois
en BiAcore et de 3,5 fois en inhibition de fixation de I'L-15 sur la chaine IL-15Ra
membranaire. En terme de thermodynamique, la diminution de 10 fois de l'affinité
correspond a une perte de 10% de 1'énergie libre d'interaction entre 1'lL-15 et I'IL-15Ra.
Ainsi, le domaine sushi est responsable de 90% mais pas de la totalité¢ de la liaison. Des
résultats préliminaires montrent que le domaine 3 contribue également a la liaison de 1'[L-
15 sur son récepteur. On observe également que le domaine sushi produit en E. Coli
présente une affinité 3 a 4 fois inférieure au domaine sushi (sIL-15Ra-sushi-1L-2) produit
en cellules CHO. Cette différence pourrait s'expliquer en partie par des repliements de la

molécule quelque peu différents entre les deux protéines.

Effet agoniste du sIL-15Ra.

Bien que rentrant en compétition avec I’IL-15 pour la fixation sur la chaine IL-
15Ra membranaire, le sIL-15Ra-sushi exerce un effet agoniste en amplifiant I’action de
I’IL-15 sur le complexe IL-2RB/y:;. Les études sur les cellules présentant exclusivement le
récepteur d’affinité intermédiare IL-2RB/y, (MO-7 et 32Dp) et les cellules exprimant le
récepteur de haute affinité IL-15Ra/(1 1 [1B/y, (TF-1p et Kit 225) montre que I’effet
agoniste du sIL-15Ra-sushi est specifique du complexe IL-2RB/y-. Il n’a pas d’effet en
absence d’IL-15. De plus, il se fixe au cellules TF-1 en présence d’IL-15 avec une seule
affinité de liaison et une densité de sites comparable a celle trouvée pour les sites
intermédiaires. Sur les MO-7 et TF-18, le sIL-15Ra-sushi augmente 1’affinité de 1I’IL-15
pour le complexe IL-2RB/y. alors qu’il n’affecte pas la fixation de I’IL-15 sur son
recepteur de haute affinité IL-15Rov/[101(1(IB/y; présent & la surface des TF-1B. Le sIL-
15Ra-sushi augmente 1’efficacit¢ de 1’action biologique de I'IL-15 (prolifération et
protection contre 1’apoptose) passant par le recepteur IL-2RB/y;; des MO-7, mais est sans
effet sur ’action de I’IL-15 a travers le récepteur de haute affinité des TF-1[3.

Les résultats indiquent que le sIL-15Ra-sushi et I’IL-15 forment un complexe qui

accroit I’affinité de liaison de I’'IL-15 pour son récepteur IL-2Rf/y; . Au contraire, le sIL-
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15Ra-sushi n’affecte pas la fixation de 1’IL-15 sur le récepteur IL-15Rov/[J 1 L1CIB/y: et est
sans effet sur 1’action biologique. La possibilité que le sIL-15Ra-sushi puisse lier I’IL-15
lorsqu'elle est déja engagée dans un complexe récepteur de haute affinité ne peut cependant
étre exclue et doit étre testée dans des cellules qui exprimerait un niveau équivalent de
chaque chaine réceptrice et donc presque exclusivement des récepteurs trimériques.

Lors de la premiere étude, nous avons montré que le sIL-15Ra, produit par les
cellules exprimant la chaine membranaire IL-15Ra, posséde une forte activité antagoniste
en inhibant la fixation de I’'IL-15 et la prolifération des Kit 225 (Mortier et al. 2004). Ces
résultats contrastent avec les résultats obtenus avec le sIL-15Ra-sushi qui est sans effet sur
la prolifération des Kit 225 et des TF-1p3, mais au contraire est agoniste pour les MO-7. De
plus, une étude récente montre que 1’IL-15 complexé a un récepteur soluble sIL-15Ra-Fc
(dépourvu du domaine 3) recombinant homodimérique peut induire un effet anti-
apoptotique, alors que I’'IL-15 seul a la méme concentration est sans effet (Giron-Michel et
al. 2005). Dans un contexte de réponse de haute affinité a I’IL-15, le sIL-15Ra agit comme
un compétiteur de 1I’IL-15Ra membranaire pour la liaison avec I’IL-15. Au contraire, le
complexe formé de I'IL-15 et du sIL-15Ro-sushi est capable de s’associer avec le
complexe membranaire IL-2RB/y;, et d’amplifier les effets biologiques de I’'IL-15. Afin
d’expliquer 1’absence d’effet inhibiteur du sIL-15Ra-sushi dans le contexte IL-
15Ro/[ 1101 0B/y. de haute affinité, deux hypothéses se présentent : (i) Le sIL-15Ra-sushi
a une plus faible affinité pour ’'IL-15 (Kd = 1,5 nM) que le sIL-15Ra, et donc n’est pas
capable d’entrer en compétition de facon efficace avec la chaine IL-15Ra a la surface des
Kit 225 ou des TF-1p. (i1) Le sIL-15Ra-sushi peut entrer en compétition avec I’IL-15Ra
membranaire, lier I'IL-15 et former des complexes avec les chaines IL-2Rf3 et y., comme
pour les MO-7. De tels complexes sont moins efficaces et ont besoin de concentration en
IL-15 supérieures pour étre activés (ICso = 750 pM au lieu de 20 pM pour les récepteurs de
haute affinité). Si on considére que les chaines IL-2R[/y;, sont en exces par rapport a I’'IL-
I15Ra dans les Kit 225 ou les TF-1[3, ’efficacité plus faible de tels complexes peut étre
compensée par leur plus haute densité (3000 sites d’affinité intermédiaire contre 100 sites
de haute affinité sur les TF-1p). Cela pourrait expliquer 1’absence d’effet visible en terme
d’activité biologique. Cependant les observations montrant que le sIL-15Ra-sushi
n’affecte pas la haute affinit¢ de liaison sur les TF-183, sont en faveur de la premicre

hypothése. Les différences fonctionnelles entre le sIL-15Ra et le sIL-15Ra-sushi

-138 -



Discussion

indiquent que la partie C-terminale (domaines 3-5) du sIL-15Ra joue un réle prépondérant
dans la compétition avec I’IL-15Ro. membranaire et renforce ’effet antagoniste du sIL-
15Ra. Cette extrémité pourrait géner 1’association entre le sIL-15Ra avec le complexe IL-
2RB/y, ou encore permettre 1’association mais engendrer une conformation inadéquate
pour le fonctionnement de I’IL-2RB/y:.. Un tel mécanisme a été déja mis en évidence dans
le cas de la forme soluble de la chaine y- (Meissner et al. 2001). L’activité inhibitrice la
chaine y; soluble (qui correspond a la totalit¢ de la partie extracellulaire de la forme
membranaire) est abolie en délétant I’extrémité C-terminale ou en mutant le motif

WSXWS, deux régions non impliquées dans la liaison avec la cytokine.

sIL-15Ra-sushi et Transsignalisation.

Les effets agonistes du sIL-15Ra-sushi sont semblables aux effets agonistes décrits
pour les récepteurs solubles de la famille de I’IL-6/IL-12 (sIL-6R, sIL-11R, sCNTFR, IL-
12p40, EBI-3) (Jones and Rose-John 2002). Un tel effet agoniste du sIL-15Ra-sushi n’a
jamais été décrit pour les récepteurs solubles de la famille de I’IL-2 (sIL-2Ra, sIL-2Rf3,
sIL-4R), d’autant que le sIL-15Ra, lui-méme, agit en tant qu’antagoniste (Heaney and
Golde 1998; Mortier et al. 2004). 1l serait intéressant d’évaluer si un tel effet agoniste
pourrait étre obtenu avec une protéine sIL-2Ra-sushi.

Le concept de transsignalisation a été décrit dans le systeme IL-6, ou le sIL-6R
augmente la sensibilité¢ des cellules répondant a I’IL-6 et rend les cellules n’exprimant que
la chaine réceptrice gp130, sans la chaine IL-6R, capables de répondre a I’IL-6 (Rose-John
and Heinrich 1994). Ce concept a été étendu aux autres membres de la famille de I’IL-6
(IL-11R, CNTFR, CLC) (Davis et al. 1993; Pflanz et al. 1999, Elson et al. 2000). Dans le
cas de I'IL-15, un mécanisme de transprésentation a ¢été décrit dans lequel I’IL-15,
produite par les monocytes et les cellules dendritiques, est associée sur ces mémes cellules
a 'IL-15Ro membranaire et ainsi, peut stimuler la prolifération des cellules voisines
exprimant a leur surface I’IL-2RB/y;, (Dubois et al. 2002). Des travaux récents suggeérent
que la transprésentation est le mécanisme principal utilisé in vivo, et nécessite que I’'IL-15
et 'IL-15Ra soient exprimés par les mémes cellules (Burkett et al. 2003; Koka et al. 2003;
Sandau et al. 2004; Schluns et al. 2004). On retrouve quelques similarités avec la
transsignalisation, car le complexe IL-15/sIL-15Ra transprésenté peut sensibiliser les

cellules exprimant les chaines IL-2Rf} et y- a des concentrations physiologiques d’IL-15.
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Dans ce contexte, I’IL-15Ra agit comme agoniste de 1’action de I’'IL-15 en augmentant
son avidité pour le complexe IL-2RB/y et I’efficacité du signal (Dubois et al. 2002). Nos
résultats montrent que le sIL-15Ra-sushi agit de facon similaire et sensibilise les cellules
IL-2RB/y;, a DPaction de I'IL-15. Cela suggere que le domaine sushi de I'IL-15Ra
membranaire est indispensable a la transprésentation. Nous avons montré que le sIL-15Ra
produit par les cellules exprimant la forme membranaire et composé de la partie extra-
cellulaire dans sa totalité, est inhibiteur de I’action de I’IL-15. De ce fait, il participe a un
mécanisme de contrdle négatif qui limite les effets biologiques de I’'IL-15. Au contraire, le
sIL-15Ra-sushi joue un role agoniste. Si de telles formes de sIL-15Ra-sushi sont générées
par les cellules exprimant I’IL-15Ra, elles pourrait contribuer au mécanisme de
transprésentation. Cependant 1’existence de formes solubles du domaine sushi de 1I’IL-
15Ra n’a pas encore été mise en évidence, mais peut étre supposée par le fait que (i)
différentes isoformes de I’IL-15Ra membranaire ont été décrites, notamment celle qui lie
le domaine sushi directement a la partie transmembranaire (dépourvue des domaines 3, 4 et
5) (Anderson et al. 1995; Dubois et al. 1999; Bulanova et al. 2003). De plus, les
différentes isoformes exprimées a la membrane (IL-15RaA 3, IL-15RaA4 et IL-15RaAS)
subissent toutes une coupure protéolytique libérant dans le surnageant de culture les
formes solubles correspondantes (Mortier et al. 2004). Du fait que le sIL-15Ra et le sIL-
15Ra-sushi aient des effets régulateurs opposés, ils peuvent ensemble participer de

maniére concertée a la modulation de I’amplitude et de la durée de ’action biologique de

I’IL-15.

Protéine de fusion IL-15/sIL-15Ra-sushi.

Une protéine de fusion (Hyper-IL-6) composée du sIL-6R fusionné par son
extrémité C-terminale par un lien flexible a ’extrémité N-terminale de 1’IL-6, représente
une nouvelle forme d’approche pour rendre sensible le complexe IL-6/sIL-6R plus stable et
plus actif que la combinaison des molécules d’IL-6 et de sIL-6R (Fischer et al. 1997). Une
approche similaire a été adoptée dans le cas de I’IL-11 (Pflanz et al. 1999). Nous montrons
que cette approche est également valable pour I’IL-15. Ainsi, des protéines de fusion ont
été générées reliant par un lien flexible I’IL-15 par son extrémité C-terminale a 1’extrémité
N-terminale du domaine sushi (ILR) et vice-versa (RLI). Les modéles moléculaires de ces
protéines de fusion indiquent que le linker ne masque pas les zones impliquées dans la

fixation des chaines IL-2Rf} et y.. Les deux protéines de fusion sont plus efficaces que I’IL-
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15 et méme que la combinaison de I’IL-15 avec le sIL-15Ra-sushi dans 1’activation des
MO-7. Dans les TF-1p, donc dans un contexte de récepteur de haute affinité, la protéine de
fusion est aussi active que 1I’'IL-15. Cependant la protéine de fusion RLI est 10 fois plus
efficace dans I’induction de la prolifération de ces cellules et dans l'inhibition de
I'apoptose. Du fait de leur forte activité, ces protéines de fusion hyper-IL-15 sont de
puissants outils pour 1’expansion de certaines populations de lymphocytes (CD8 mémoires
et cellules NK) pour lesquelles la transprésentation est décrite comme le principal
processus d’activation physiologique (Burkett et al. 2003). Elles peuvent également
constituer d’efficaces molécules adjuvantes dans des stratégies thérapeutiques pour des
patients atteints de cancers, d’immunodéfiences ou encore de maladies inflammatoires.

La fonctionnalité de cet effet agoniste est supporté par le fait que le sIL-15Ra-
sushi, une fois li¢ a I’'IL-15 et fixé sur les chaines IL-2Rf et y; des MO-7 est internalisé
par ces cellules. Cette particularité est renforcée par I'utilisation des protéines de fusion
RLI et ILR. RLI se fixe sur les chaines IL-2RB/y | avec une affinité 20 fois supérieure que
I’IL-15 isolée. La fixation du RLI sur les cellules est rapidement suivie d’une
internalisation de la protéine de fusion. De plus, les protéines de fusion sont également plus
efficaces dans les tests fonctionnels. Les courbes de dose-réponse des protéines de fusion
sur les MO-7 sont comparables a celles de I'IL-15 sur les TF-1f et les Kit 225, montrant
que ces protéines de fusion reconstituent une réponse de haute affinité pour les cellules

n’exprimant que le récepteur d’affinité intermédiaire.

sIL-15R« et Maladie de Crohn.

Lors de notre étude préliminaire sur la maladie de Crohn, nous avons d'abord
observé que les patients en phase aigue ont des taux d'IL-15, libre et/ou complex¢ au sIL-
15Ra, plus élevé que chez les sujets "normaux". La deuxiéme observation significative est
qu'au cours du traitement Rémicade®, il y a une diminution de ce taux d'IL-15, libre ou
complexé, accompagné d'une augmentation du niveau de sIL-15Ra. Deux hypotheéses sont
envisageables : le traitement Rémicade® provoque soit (i) une élimination de I'IL-15 qui, si
elle est complexée avec le sIL-15Ra., libére le récepteur soluble sous forme libre, soit (ii)
une augmentation de la production de sIL-
15Ro 000000000000 0000000MOO0000. Au bout de 6 semaines de
traitement, on ne détecte plus que le sIL-15Ra libre, ce qui suggere que les complexes ont

¢été ¢liminés de la circulation. Il reste maintenant a tester la présence du complexe dans les
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serums de ces patients. Deux études vont dans le sens de nos observations. La premiére
montre une diminution du nombre de cellules exprimant I'IL-15 au cours du traitement de
la maladie (Kirman and Nielsen 1996). La seconde étude montre une évolution du taux
d'IL-15 dans les biopsies en fonction de la gravité de la maladie. Ainsi, des taux plus
¢levés d'IL-15 sont retrouvés chez les patients souffrant d'une MC sévére. Au contraire, les
patients atteints de la MC dans sa période quiescente présentent des taux d'TL-15
comparables a ceux retrouvés chez les témoins (Silva et al. 2003).

Le traitement Rémicade® par Ac anti-TNFo bloque l'action du TNFa. [0J(1[]a
premigére partie de la thése, nous avons montré que le TNFa est un facteur qui augmente le
clivage de I'lL-15Ra in vitro, libérant ainsi le sIL-15Ra dans le milieu environnant. De
plus, le TNFa active la production d'IL-15. Les deux actions du TNFa favorisent la
formation d'un complexe IL-15/sIL-15Ra. Ainsi, il semblerait que 1'IL-15 au cours de la
phase aigue de la MC soit en partie complexée au récepteur soluble. Lors du traitement par
Rémicade”, l'inhibition du TNFa, pourrait donc entrainer une diminution du niveau d'IL-
15 libérant ainsi le sIL-15Ra.. Une étude plus approfondie est nécessaire afin de confirmer

cette hypothese.
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Au cours de cette étude, nous avons mis en évidence, In Vitro puis in vivo,
l'existence d'une forme soluble de la chaine IL-15Ra., [J[rt[ ][] Int antagoniste de l'action
de I'[L-15. Le sIL-15Ra est issu d'une coupure protéolytique de la forme membranaire a
proximité de la membrane, il reste cependant a déterminer les acides aminés localisés dans
la ou les zone(s) de coupure. La protéase TACE est responsable du relargage de plusieurs
molécules membranaires dont I'lL-15Ra chez la souris. Il serait intéressant d'identifier la
ou les protéases impliquée(s) dans la coupure de la chaine IL-15Ra CJCICI I CICIC 00 Le
sIL-15Ra présente une affinité de liaison a I'L-15 comparable a celle de la chaine
membranaire et est capable d'inhiber l'action de I'IL-15 a de faibles concentrations. Basé
sur leurs propriétés neutralisantes, certains récepteurs solubles recombinants ont été testés
dans des essais cliniques, comme le récepteur soluble du TNFa dans le traitement de la
polyarthrite rhumatoide. Des études précliniques chez la souris ont déja montré 1'intérét du
sIL-15Ra recombinant, ainsi le sIL-15Ra est un candidat potentiel pour des applications

thérapeutiques.

L'étude de la forme soluble du sushi (sIL-15Ra-sushi) montre un effet agoniste sur
les cellules présentant les chaines transductrices IL-2Rf et y.. Au contraire du sIL-15Ra, le
sIL-15Ra-sushi n'a pas d'effet sur les cellules exprimant le récepteur trimérique de haute
affinit¢. La "tige" (domaines 3-5) jouerait donc un rdle déterminant dans l'action
antagoniste du sIL-15Ra qui reste a étre précis€, notamment au niveau conformationnel.
D'autre part, il serait intéressant de rechercher I'existence d'une forme soluble naturelle du
domaine sushi de I'IL-15Ra. Lors de cette étude, nous avons renforcé l'effet agoniste en
stabilisant l'intéraction entre 1'I[L-15 et le sIL-15Ra-sushi par un linker, pour former une
hyper-IL-15. Du fait de leur forte activité, ces protéines de fusion hyper-IL-15 sont de
puissants outils pour 1’expansion sélective de certaines populations de lymphocytes. Elles
peuvent également constituer d’efficaces molécules adjuvantes dans des stratégies

thérapeutiques.

Notre étude préliminaire de dosage de 1'L-15 et du sIL-15Ra chez les patients
atteints de MC en comparaison avec les témoins "sains" montre 'existence du sIL-15Ra
dans le sérum. De plus, les premiers résultats montrent une corrélation entre les taux d'IL-

15 et de sIL-15Ra et le traitement des patients par les Ac anti-TNFa (Rémicade®). Le
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dosage du complexe dans les sérums de ces patients sera nécessaire afin de mieux
comprendre 1'action du sIL-15Ra au cours de la maladie. De plus, il reste a d'étendre les
recherches sur un nombre plus €élevé de patients patients atteints de MC mais également de
RCH, et a approfondir 1'étude sur des biopsies, afin d'observer localement l'influence du
sIL-15Ra. L'é¢tude du sIL-15Ra pourrait ainsi aider a éclaicir l'implication de 1'I[L-15 au

cours du processus inflammatoire.
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To identify the epitopes in human interleukin-15 (IL-
15) that are responsible for binding to the interleukin-15
receptor « chain, antibody and receptor mapping by
peptide seanning and site-directed mutagenesis was
used. By using peptide scanning, we identified four re-
gions in IL-15. The first region (**CKECEELEEKN?®) is
located in the C-D loop and is recognized by a set of
non-inhibitory antibodies. The second region (**>SFVH-
IVQMFIN''?) is located in helix D and is recognized by
two antibodies that are inhibitory of 1L-15 bio-activity
but not of IL-15 binding to IL-15Ra. The two remaining
regions react with a recombinant soluble form of the
IL-15Rq; the first (*LLELQVISL®2 peptide 1) corre-
sponds to a sequence located in the B-helix and the
sccond (S*ENLII®®, peptide 2) to a scquence located in
helix C. The latter is also contained in the epitope rec-
ognized by an antibody (monoclonal antibody B-E29)
that prevents IL-15 binding to IL-15Ra. By site-directed
mutagenesis, we confirmed that residues present in pep-
tide 1 (Leu-45, Glu-46, Val-49, Ser-51, and Leu-52) and
peptide 2 (Leu-66 and Ile-67) are involved in the binding
of TL-15 to IL-15Ra. Furthermore, the results presented
indicate that residues in the second peptide (Glu-64,
Asn-65, and Ile-68) participate in IL-2Rf recruitment.
This finding could have implications for the dynamics of
receptor assembly. These results also indicate that the
modes of interaction of TL-15 and IL-2 with their respec-
tive a chains are not completely analogous. Finally,
some of the IL-15 mutants generated in this study dis-
played agonist or antagonist properties and may be use-
ful as therapeutic agents.

Interleukin-15 (IL-15)! was identified as a new cytokine able
to replace IL-2 in supporting the proliferation of a murine T cell
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line (1, 2). Both cytokines are structurally related and belong to
the four o-helix bundle family (3). IL-15 was subsequently
found to mimic most of the in vitro activities elicited by IL-2 in
vitro, including induction of proliferation and cytotoxicity by
activated T cells (1) and NK cells (2, 4), co-stimulation of B cell
proliferation and immunoglobulin synthesis (5), and chemo-
attraction for T cells (6). This redundancy is explained by the
common usage within their functional receptors of the IL-2Rp/y
signaling complex. This IL-2R8/y complex is a common inter-
mediate affinity receptor for IL-2 and IL-15 (K, = 1 nm), and
both cytokines compete to bind to this receptor (7). Cytokine
specificity is conferred by additional private chains, I1.-2Ra and
IL-15Re, that are structurally related (8). These two chains
contain structural domains (called sushi domains) previously
found in some complement and adhesion molecules (9). IL-2R«
contains two such domains, whereas IL-15Ra contains only
one. One noticeable difference is that IL-2 binds to its specific
IL-2Ra with an affinity (K; = 10 nm) far lower than IL-15 to
IL-15Ra (K; = 0.05 nm). Each specific chain can associate with
the IL-2RB/y complex to form a cytokine-specific, functional
high affinity (aBy) receptor (10—12). Because of the sharing of
this IL-2RB/y complex, both cytokines trigger similar down-
stream signaling pathways including activation of Jak-1/Jak-3
tyrosine kinases and subsequent nuclear translocation of the
phosphorylated Stat-3 and Stat-5, activation of lymphocyte-
specific tyrosine kinase and spleen tyrosine kinases, activation
of the mitogen-activated protein kinase pathway, and induc-
tion of B cell leukemia-2 (13, 14). In contrast to IL-2Rf and
IL-2Ry that are required for signal transduction, the specific
receptors IL-2Ra and IL-15R« have short intracellular tails (13
and 41 amino acids, respectively), and IL-2Ra is considered to
play no role in signal transduction. Although initial studies
have pointed out the dispensable role of the intracellular tail of
IL-15Re in signaling (8), more recent data suggest that IL-
15Ra might mediate certain intracellular functions (15-17).
In contrast to the general functional redundancy observed in
vitro, several findings point to complementary and even oppos-
ing actions of IL-2 and IL-15 in vivo. Indeed, whereas IL-2 and
IL-2Ra gene expression is mainly restricted to the activated T
cell compartment, IL-15 and IL-15R« transcripts are expressed
by various cell types and tissues (monocytes, dendritic and
stromal cells, keratinocytes, placenta, skeletal muscle, and
heart) suggesting additional roles for the IL-15 system beyond
the immune system (7, 8). Cells expressing IL-15Ra in the
absence of IL-2RB and/or IL-2Ry have been described, and

noassay; DHFR, dihydrofolate reductase; PPL, preprolactin; WT,
wild type.
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some of them respond to IL-15 (17, 18), suggesting the exist-
ence of new functional IL-15 receptor complexes not involving
IL-2RB and/or IL-2RYy. Distinct roles for IL-2 and IL-15 are also
suggested from experiments in knock-out mice. Whereas IL-
2—/— and IL-2Ra—/— mice develop exacerbated T and B cell
expansion associated with autoimmune manifestations, IL-
15—/— and IL-15Ra—/— mice on the contrary have normal T
and B cell populations and display a profound defect in NK
cells, NK-T cells, intraepithelial lymphocytes, and CD8+ mem-
ory T cells (19, 20). A recent study suggests that, contrary to
the results obtained in vitro, the major role of IL-2 in vivo is to
limit continuous expansion of activated T cells, whereas IL-15
is critical for initiating T cell division (21).

A number of studies have contributed to the identification of
human disorders in which targeting the IL-15 system is of
clinical relevance and potential benefit. Among them are auto-
immune and inflammatory diseases, infectious diseases, trans-
plant rejection, cancer, and immunodeficiencies (22, 23). In this
context, the rational design of agonists or antagonists of the
1L-15/receptor system is a major concern and requires precise
knowledge of the structure of the high affinity IL-15 receptor
complex.

A number of mutagenesis studies of human and murine IL-2
have led to the identification of several residues implicated in
the binding to the IL-2Re, -8, and -y chains. From these stud-
ies, residues Lys-35, Arg-38, Phe-42, and Lys-43, all located in
the A-B loop of human IL-2, are involved in its binding to the
IL-2Ra chain, whereas residues Asp-20 on helix A and Asn-88
on helix C are involved in the binding to the IL-2Rg chain, and
GIn-126 on helix D is crucial for binding to the IL-2Ry chain
(24-26). Similar regions were identified on mouse IL-2 (27). On
the contrary, very little data are available concerning the res-
idues on IL-15 involved in the binding to the different IL-15
receptors. Some mutations in human IL-15 (Asp-8 and Gln-
108), which are analogous to the ones described for human
IL-2, suggested that the corresponding regions in IL-15 are
involved in the binding to the IL-2R8 and vy subunits, respec-
tively (28).

In this study, we have used different complementary ap-
proaches, including ligand receptor interaction analysis, induc-
tion of biological activity, antibody mapping, peptide scanning,
site-directed mutagenesis, and molecular modeling, to define
the epitope of IL-15 responsible for high affinity binding to the
IL-15R« chain.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cytokines and Antibodies—Recombinant murine IL-3 and human
GM-CSF were purchased from R & D Systems (Abington, UK); recom-
binant human IL-15 (rIL-15) was purchased from PeproTech Inc (Rocky
Hill, NJ), and recombinant human IL-2 (rIL-2) was purchased from
Chiron (Emeryville, CA). Polyclonal goat anti-human IL-2 AF-202-NA
was purchased from R & D Systems, and the mouse anti-human IL-2
mAb I1.2.66 was from Immunotech (Marseille, France). Monoclonal
mouse anti-human IL-15 MAB247 was obtained from R & D Systems,
and mouse anti-human IL-15 mAb M111 was from Genzyme (Cam-
bridge, MA). Monoclonal mouse anti-human IL-15Ra M161 was kindly
provided by GenMab A/S (Copenhagen, Denmark), and mouse anti-
FLAG mAb M2 conjugated to peroxidase was purchased from Sigma.

Cell Culture—All cells were grown in 5% CO, at 37 °C in a water-
saturated atmosphere. The non-adherent TF-1 human cell line, TF-18
human cells (29) (kindly provided by Dr. Bruno Azzarone, IGR, Ville-
juif, France), and the adherent Chinese hamster ovary DUCKX cell line
were cultured in a RPMI 1640 medium containing 10% heat-inactivated
fetal calf serum, 2 mMm glutamine, and specific reactants as follow: 1
ng/ml of GM-CSF (TF1); 1 ng/ml GM-CSF and 250 pg/ml geneticin
(TF-18); and 10 pg/ml adenosine, deoxyadenosine, and thymidine
(DHFR—/— Chinese hamster ovary DUCKX). The non-adherent
CTLL-2 murine cell line was cultured in an RPMI 1640 medium con-
taining 8% fetal calf serum, 2 mm glutamine, 15 ng/ml rIL-2, and 50 uMm
2-mercaptoethanol. Adherent 293-EBNA human cells (Invitrogen) were
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cultured in a Dulbecco’s modified Eagle’s medium containing 10% fetal
calf serum, 2 mM glutamine, 1 mg/ml glucose, and 250 pg/ml geneticin.

Production of Anti-IL-15 Monoclonal Antibodies and Fab Frag-
ments—The anti-IL-15 mAbs were produced following the immuniza-
tion of BALB/c mice with recombinant human IL-15 (Diaclone, Besan-
con, France). Spleen cells were fused to the X6.3/AG.8653 myeloma
according to conventional protocols. Hybridoma cloning was performed
by limiting dilution, and the IgG-secreting clones were screened by
ELISA on recombinant IL-15-coated wells for specific production of
anti-IL-15 antibodies. Among the anti-IL-15 mAbs obtained, five were
selected (B-T'15, B-S19, B-P21, B-N22, and B-E29) that were all of the
IgG1 isotype. They were produced in ascitic fluid and purified by ion
exchange chromatography.

Fab fragments of anti-IL-15 B-E29 mAb were obtained by digestion
with papain. B-E29 mAb was incubated for 2 h at 37 °C in phosphate-
buffered saline with 20 mm cysteine, 20 mM EDTA, and 10 pg of
papain/mg mAb. lodoacetamide (75 mM final concentration) was added,
and the reaction mixture was incubated at room temperature for 30
min. The Fab fragments were purified by size exclusion chromatogra-
phy (Sephadex G-75 column).

Preparation of Soluble IL-15Ra-1L-2 Fusion Protein—To generate
the chimeric soluble IL-15Ra-IL-2 construct, the signal peptide and the
extracellular domain of IL-15R« (nucleotides 1-697) were PCR-ampli-
fied from pNo15R (30), using the sense primer 5'-GGGAAGCTTAGTC-
CAGCGGTGTCCTGT-3’ (primer 1, nested HindIII restriction site un-
derlined) and the antisense primer 5'-AACTGCAGAGTGGTGTCGCT-
GTGGCC-3’ (primer 2, PstI underlined). The amplified coding sequence
was then cloned into a pBluescript plasmid coding for human IL-2 (31).
In the final hybrid gene, the Pstl site (coding for the dipeptide Leu-Gln)
behaved as a linker between the IL-15R« (5’ end) and IL-2 (3’ end)
sequences. The sequence was controlled, and the chimeric construct
was digested from the pBluescript plasmid between the HindIII/Notl
sites and subcloned into the mammalian expression vector pKCR6 (32)
at the EcoRI site. DHFR—/— Chinese hamster ovary cells were trans-
fected with pKCR6-sIL-15Ra-IL-2 using SuperFect Reagent (Qiagen,
Courtaboeuf, France). Clones producing the fusion protein were de-
tected using an ELISA for detection of human IL-2 (BioSource, Nivelles,
Belgium). Three rounds of cloning were performed using increasing
concentrations of methotrexate (Sigma). One clone selected at 5 um
methotrexate produced about 4.3 mg/liter sIL-15Ra-IL-2. The superna-
tants were concentrated by precipitation with ammonium sulfate at
60% saturation and loaded onto an IL-2 immunoaffinity column (mAb
11.2.66), and the IL-2 fusion protein was purified as described (31). Its
concentration was determined by ELISA for human IL-2. Its purity was
at least 80% with a molecular mass of 60 kDa, as assessed by SDS-
PAGE after iodination with a chloramine-T method as described previ-
ously (12). Full functionality of the IL-2 portion of the fusion protein
was demonstrated in a CTLL-2 proliferation assay (cell proliferation kit
II, Roche Diagnostics), using rIL-2 as standard. High affinity IL-15
binding of the IL-15Ra portion was demonstrated by using the surface
plasmon resonance technology (Biacore AB, Uppsala, Sweden).”

Production of IL-15 Mutants—The pEF-neo PPL signal peptide-IL-15
(human) expression construct was kindly provided by Dr. Yutaka Ta-
gaya (33). The FLAG tag (DYKDDDDK) was introduced at the Mlul site
between the PPL signal peptide and the mature IL-15 protein coding
sequence as a double-stranded oligonucleotide (5'-CGCGAGACTACA-
AGGATGACCGATGACAAGT-3' and 5'-CGCGACTTGTCATCGTCATC-
CTTGTAGTCT-3"). A pBluescript plasmid containing the PPL-FLAG-
IL-15 sequence was generated by subeloning the Clal/BamHI fragment.
Amino acid switching was performed using the QuikChange Site-di-
rected Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA) with the pBluescript
construct. Sequences were confirmed over the PPL-FLAG-IL-15 hybrid
¢DNA, and the mutated Clal/BamHI fragment was cloned back into
pEF-neo. For the production of a FLAG-IL-15 mutant, 3.2 X 10° adher-
ent 293-EBNA cells were transfected with 16 ug of the mutated IL-15
expression construct in a 60-mm plate following a standard calcium
phosphate protocol. After 6 h, the medium was replaced with fresh
complete Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Invitrogen), and super-
natants were harvested 48 h after transfection. The concentration of
wild-type FLAG-IL.-15 was determined in an RIA with the anti-IL-15
MAB247 as the coating antibody and iodinated anti-IL-15 mAb B-E29
as the revealing antibody, using commercial rIL-15 as standard. B-E29%
mAb was radiolabeled with ['**I]Jiodine and IODO-GEN (Pierce) as
catalyst (34), at a specific radioactivity of around 2000 cpm/fmol. The
concentrations of FLAG-IL-15 mutants were then determined in an

#J. Bernard, unpublished results.
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ELISA with MAB247 as the coating antibody and peroxidase-conju-
gated anti-FLAG M2 mAb as the revealing antibody, using wild-type
FLAG-IL-15 as standard. The mutants were also tested in the RIA.

Pepscan Analysis—The overlapping synthetic peptides were synthe-
sized and screened using credit card format mini-PEPSCAN cards (455
peptide format/card) as described previously (35). The binding of anti-
bodies to each peptide was tested in a PEPSCAN-based ELISA. The
455-well credit card format polyethylene cards, containing the co-
valently linked peptides, were incubated at 4 °C overnight with the
samples (mouse monoclonal anti-IL-15 antibody or soluble IL-15Ra-
IL-2 fusion protein) diluted in blocking solution containing 5% horse
serum (v/v) and 5% ovalbumin (w/v). After washing, the cards were
incubated (1 h, 25 °C) with peroxidase-coupled rabbit anti-mouse IgGs
at 1.3 pg/ml (P 0260, Dako Cytomation, Glostrup, Denmark) for anti-
IL-15 antibody detection. For sIL-15Re-IL-2 or rIL-2 detection, the
cards were incubated with the anti-human IL-2 antibody AF-202-NA (1
wng/ml), washed, and further incubated with peroxidase-coupled rabbit
anti-goat IgGs at 1.3 ug/ml (P 0160, Dako Cytomation). After washing,
the peroxidase substrate 2,2'-azino-di-3-ethylbenzthiazoline sulfonate
plus 2 pl/ml of 3% H,0, were added, and the color development was
quantified at 1 h, using a CCD camera and an image processing system.
The set up consists of a CCD camera and a 55-mm lens (Sony CCD
Video Camara XC-77RR, Nikon micro-nikkor 55-mm /2.8 lens), a cam-
era adaptor (Sony Camara adaptor DC-77RR), and the Image Process-
ing software package Optimas, version 6.5 (Media Cybernetics, Silver
Spring, MD), run on a Pentium II computer system. The CCD camera is
equipped with an orange filter that translates the green color of the
2,2'-azino-di-3-ethylbenzthiazoline sulfonate substrate into gray values
(arbitrary scale).

IL-15 Binding Assays—Human rIL-15 was radiolabeled with [**I]io-
dine (specific radioactivity of around 2000 cpm/fmol) using a chloram-
ine-T method (36), and binding experiments were performed as de-
scribed previously (12). Nonspecific binding was determined in the
presence of 100-fold excess of unlabeled cytokine. For the IL-15 binding
experiments, TF-1 cells were incubated with increasing concentrations
of labeled rIL-15. Regression analysis of the binding data was accom-
plished using a one-site equilibrium binding equation (Grafit, Erithacus
Software, Staines, UK), and data were plotted in the Scatchard coordi-
nate system. For inhibition of IL-15 binding experiments, TF-1 cells
were incubated with a fixed concentration of iodinated rIL-15 and
increasing concentrations of FLAG-IL-15 or mutants or mAbs. Regres-
sion analysis of data was accomplished using a 4-parameter logistic
equation (Grafit, Erithacus Software).

Proliferation Assays—The proliferative inducing activity of FLAG-
IL-15 and mutants and the inhibitory activity of mAbs were assessed by
[*H]thymidine incorporation on TF-18 cells. Cells were maintained in
the culture medium for 3 days, washed twice, and starved for 2 h in the
same medium without cytokine. They were plated at 10* cells in 100 ul
and cultured for 48 h in the medium supplemented with increasing
concentrations of rIL-15, FLAG-IL-15, or mutant or in the medium
supplemented with a fixed concentration of rIL-15 and increasing con-
centration of mAbs. Cells were pulsed for 16 h with 0.5 uCifwell of
[*H]thymidine and harvested onto glass fiber filters, and cell-associated
radioactivity was measured.

Sequence Alignment and Molecular Modeling—Sequences were ob-
tained from the Swiss-Prot data base, Secondary structure prediction of
human IL-15 was performed with PHD server (cubic.bioc.columbia.edu/
predictprotein/submit_def html). Sequence alignment with human IL-2
was generated automatically with the ClustalW program (37) and op-
timized manually under Seaview (38) according to conserved amino
acids and predicted a-helical structure.

Homology modeling was performed with the Modeler module of In-
sightlI (39) using the x-ray crystallographic structure of human IL-2
(Protein Data Bank code 1M47) as a template and the selected sequence
alignment. Evaluation of the generated models was done by the
Profiles_3D module of InsightII (40), Prosa II program (41), and PRO-
CHECK program (42). The protein molecular surface of the selected
model was defined using a solvent probe radius of 1.4 A. The Engelman-
Steitz scale was used to display the protein surface hydrophobicity (43).

RESULTS

Functional Properties of Anti-IL-15 mAbs—Seven anti-IL-15
mAbs were tested for interference with iodinated rIL-15 bind-
ing to IL-15Ka. The TF-1 cell line was chosen because it ex-
presses cell-surface IL-15Ra and IL-2Ry but not IL-2R# and,
contrary to TF-1 cells transfected with IL-2Rg (TF-18), does
not proliferate in response to IL-15. This cell line is therefore

24315

A

I\

specific bound / total
(sites.cell’.nM ™)

1(')0 10! 10? 103
[antibodies] (nM)

0 v |
108 107 10!

o

specific bound / free
(sites.cell’.pM™)

0 500

1000 1500 2000

specific bound (sites.cell™")

Tic. 1. Effects of anti-IL-15 and anti-IL-15R« mAbs on IL-15
binding to TF-1 cells. A, TF-1 cells were equilibrated with a fixed
concentration of radioiodinated rIL-15 (80 pM) and increasing concen-
trations (as indicated on the abscissa) of the following mAbs: anti-IL-
15Ra mAb M161 (), anti-IL-15 mAbs B-T15 ($), B-E29 (A), MAB247
(O), or M111 (M). The nonspecific cell binding component was deter-
mined in the presence of radioiodinated rIL-15 (80 pM) and a 100-fold
excess (8 nM) of unlabeled rIL-15. Cell-bound and unbound (free) frac-
tions were measured, and the specific bound fraction was calculated by
subtracting the nonspecific binding from the cell-bound fraction. On the
ordinate is plotted the ratio of the specific bound fraction (expressed in
sites-cell ') over the total concentration (bound plus free) of radioiodi-
nated rIL-15 (expressed in nM). B, TF-1 cells were equilibrated with
increasing amounts of '**I-labeled rIL-15 in the absence ((J) or presence
of 40 nm of B-T15 (¢) or B-E29 (A) mAbs. The specific bound and
unbound (free) fractions were determined as above.

likely to express isolated membrane-associated IL-15R« in the
absence of IL-2Rg/y recruitment. TF-1 cells bound IL-15 with
high affinity (K, = 79 pm) (Fig. 1B), and the binding was
completely abrogated by the anti-IL-15Re mAb M161 (IC;, =
100 pm) (Fig. 1A), indicating that the binding indeed reflected
the formation of an IL-15-IL-15Ra complex. Cross-linking stud-
ies have also shown the association of IL-15 with a single band
corresponding to IL-15Ra.?

Among the seven anti-IL-15 antibodies tested, only B-E29
inhibited IL-15 binding to this cell line. When tested on a fixed
concentration of iodinated rIL-15 (Fig. 1A), the effect of B-E29
was dose-dependent, with an ICy, of 172 pM, and partial, with
about 50% of IL-15 binding being resistant to the inhibitory
effect of the antibody. In contrast, mAbs B-T15, MAB247, and
M111 (shown in Fig. 1A), as well as mAbs B-S19, B-P21, and
B-N22 (not shown), were without effect.

The partial inhibitory effect of B-E29 could reflect heteroge-
neity in IL-15Ra expressed by TF-1 cells, in that a {raction of
receptors would bind IL-15 in a way sensitive to the inhibitory

# E. Mortier, unpublished results.
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Fic. 2. Effect of anti-IL-15 mAbs on IL-15-induced prolifera-
tion of TF-18 cells. Cell proliferation was evaluated by measuring the
incorporation of [*Hlthymidine. A, cells were cultured with increasing
concentrations (as indicated on the abscissa) of rIL-15. B, cells were
cultured with a fixed concentration of rIL-15 (200 pM) and increasing
concentrations (as indicated on the abscissa) of anti-IL-15 mAbs: B-T15
(©), B-E29 (), MAB247 (O), or M111 (W).
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effect of the antibody, whereas the other fraction would not.
Another possibility would be that B-E29 reduces the binding
affinity of IL-15. To decide between these alternatives, B-E29
was tested at a saturating concentration (40 nM) on the IL-15
binding curve (Fig. 1B). Scatchard analysis of the binding
curves showed that B-E29, contrary to B-T15, induced a homo-
geneous reduction of the affinity of IL-15 (K, = 209 pw™ versus
79 pm in the absence of antibody). Similar results were ob-
tained with Fab fragments of B-E29 (data not shown), suggest-
ing that the effect of B-E29 did not involve cross-linking events.
The anti-IL-15 mAbs were next analyzed for their capacities
to interfere with IL-15 induction of proliferation of the IL-15
dependent human TF-18 that expresses endogenous human
IL-15Ra and IL-2Ry together with transfected human IL-2R3
(Fig. 2). As shown in Fig. 24, this cell line dose-dependently
responded to picomolar concentrations of IL-15, with an ECg, of
20 pwm, reflecting the activation of high affinity IL-15Ra/IL-
2RB/y receptors. Among the series of seven anti-IL-15 antibod-
ies tested, only B-E29, MAB247, and M111 were found to
neutralize the effects of IL-15 on this cell line (Fig. 2B). The
three mAbs induced dose-dependent inhibitory effects with
ICy, values of 0.3, 0.13, and 4 nwm, respectively, and the inhib-
itory effects of B-E29 and MAB247 were almost complete. The
IC;5, of B-E29 (0.3 nM) was in agreement with its inhibitory
effect on IL-15 binding to TF-1 cells (IC;, = 0.172 nm).
Epitope Mapping of the Anti-IL-15 mAbs Using a Pepscan
Technology—In a first attempt to identify the epitopes recog-
nized by the anti-IL-15 mAbs, they were tested for their reac-
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tivity with IL-15 peptides using a peptide scanning technology.
A series of 12-mer overlapping peptides shifted from one to the
next by one amino acid and covering the entire sequence of
human IL-15 (shown in Fig. 3B) were synthesized on a solid
phase and assayed for anti-IL-15 mAb binding by using a
two-step ELISA as described under “Experimental Proce-
dures.” With the inhibitory B-E29 antibody, a clear peak of
reactivity was observed (Fig. 3A) that corresponded to the
recognition of the peptide sequence **DTVENLIILANN"Z, a
peptide belonging to the predicted C-helix of IL-15 (Fig. 3B). A
control experiment using the secondary anti-mouse antibody in
the absence of B-E29 gave background reactivity (not shown).
Given the inhibitory effects of B-E29, this peptidic sequence is
therefore very likely to be involved in the binding of IL-15 to
the IL-15Ra chain.

The reactivity of MAB247 was also analyzed by pepscan.
Although a higher background was noted, a major peak of
reactivity was found with IL-15 peptides covering the C-termi-
nal part (*°2SFVHIVQMFIN'!2) and corresponding to the end
of the D-helix (Fig. 3B). Insofar as MAB247 did not inhibit
IL-15 binding to the IL-15Re chain, the C-terminal part of
IL-15 is therefore not implicated in this binding event. How-
ever, given the properties of MAB247 (inhibition of IL-15 in-
duced proliferation without effect on IL-15 binding to IL-15Ra),
this C-terminal helix is likely to participate in the recruitment
of the transducing IL-2RB/y complex. The M111 mAb that
displayed similar functional features as MAB247 (no inhibition
of IL-15 binding and inhibition of proliferation) was also found
to cross-compete with MAB247 for binding to IL-15 (not
shown), suggesting that these two antibodies recognize a com-
mon epitope. However, M111 did not show any reactivity in the
pepscan studies, a result that could be due to the fact that
M111 has a 5-fold lower affinity for IL-15 than MAB247 (not
shown).

The anti-IL-15 mAbs B-T15 and B-P21 (Fig. 34) gave strong
peaks of reactivity located in the same region of IL-15. The
anti-IL-15 mAb B-N22 gave a pattern very similar to that of
B-T15 (not shown), and mAb B-S19 gave a pattern very similar to
that of B-P21 (not shown). These four non-neutralizing antibod-
ies therefore reacted with a region of IL-15 different from that
recognized by B-E29 or MAB247. This region corresponded to the
peptide sequence *?°CKECEELEEKN®® that is located in the loop
between the predicted C and D helices (Fig. 3B). Therefore, this
C-D loop is not likely to be involved in the binding and recruit-
ment by IL-15 of IL-15 receptor components.

Analysis of IL-15Ra Binding to IL-15 by a Pepscan Ap-
proach—The pepscan approach was further used in an attempt
to identify IL-15 regions directly involved in IL-15R« binding.
For that purpose, a soluble fusion protein (sIL-15Ra-IL-2) con-
sisting of the extracellular domain of human IL-15R« fused to
human IL-2 was assayed for binding to the 12-mer IL-15 pep-
tides, using a polyclonal anti-human IL-2 antibody (AF-202-
NA) as the revealing antibody (Fig. 34). Two main peaks of
reactivity were observed that corresponded to the binding of
sIL-15Ra-1L-2 with two different regions of the IL-15 sequence.
Control experiments with a similar concentration (330 nm) of
rIL-2 gave background reactivity (Fig. 3A). Pepscan studies on
30-mer peptides of human IL.-15 confirmed the reactivity of
sIL-15Ra-IL-2 with these two IL-15 regions (data not shown).
Analysis of the two sets of reactive peptides (12-mer and 30-
mer) allowed to assign the following sequences as responsible
for sIL-15Ra-IL-2 binding: **LLELQVISL®? (peptide 1) and
S4ENLII®® (peptide 2). The first sequence is located within helix
B (Fig. 3B). The second sequence, located in helix C, is com-
pletely contained in the one recognized by the mAb B-E29, a
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FiG. 3. Analysis of the binding of anti-IL-15 mAbs and sIL-15R«-IL-2 to IL-15 12-mer peptides. A, 12-mer peptides spanning the entire
amino acid sequence of human IL-15 were immobilized in multiwell plates and tested for their reactivity with the different molecules as indicated.
The left side of each sub-panel corresponds to the N-terminal 12-mer peptide of IL-15. The anti-IL-15 mAbs were incubated at 10 pg/ml (B-P21 and
B-E29; B-S19, B-N22, M111; not shown) or 1 pg/ml (MAB247 and B-T15), and their binding was revealed with peroxidase-coupled rabbit
anti-mouse IgG. The sIL-15Ra-IL-2 fusion protein (20 pg/ml, i.e. 330 nM) or rIL-2 (5 pg/ml, i.e. 330 nM) was incubated, and their binding was
revealed with the goat AF-202-NA anti-human IL-2 antibody plus a peroxidase-coupled rabbit anti-goat IgG. The reactivity of each well (ordinates,
arbitrary scale) is measured as described under “Experimental Procedures.” B, the peptide regions of human IL-15 recognized by the anti-IL-15
mAbs and sIL-15Ra-IL-2 are positioned on the primary structure of IL-15. The four e-helices predicted from our molecular model (see “Experi-

mental Procedures” and Fig. 64) are shown.

result that fits with and can explain the inhibitory potency of
the antibody on IL-15 binding.

IL-15 Site-directed Mutagenesis—In order to confirm the in-
volvement of the two peptidic regions identified by pepscan in
the binding to the IL-15Ra chain, point mutations of IL-15 in
these regions were carried out. In order to introduce a substan-
tial disturbance in the presumed receptor-binding site, non-
polar hydrophobic side chains (Leu, Val, and Ile) and non-
charged polar side chains (Ser, Gln, and Asn) were replaced by
charged groups (Asp, Glu, or Lys), and charged polar side
chains (Glu) were replaced by oppositely charged groups (Lys).
Mutants were generated at positions 44-52 (peptide 1) and
positions 64—68 (peptide 2). Wild-type human IL-15 and mu-
tants were expressed as fusion proteins with an N-terminal
FLAG peptide in the 293-EBNA cells. In order to determine

their concentrations in 293-EBNA cell supernatants, specific
assays were set up (see “Experimental Procedures” and below).

FLAG-I1.-15 and mutants expressed in 293-EBNA cell super-
natants were first assayed for their reactivities with anti-IL-15
mAbs (data not shown). Two assays were set up. The first one
was a sandwich ELISA using MAB247 as capture antibody and
peroxidase-labeled anti-FLAG (M2) mAb as sensor. The second
was a sandwich RIA in which MAB247 was used as capture
antibody and radioiodinated mAb B-E29 as sensor (see details
under “Experimental Procedures”). FLAG-IL-15 and mutants
were all recognized in the ELISA, in agreement with our find-
ing under pepscan that MAB247 reacted with a region of IL-15

distinct from peptides 1 and 2. FLAG-1L-15 and most mutants
in the peptide 1 region showed similar reactivities in the
ELISA and RIA, indicating that they are similarly recognized
by iodinated B-E29 mAb. By contrast, none of the FLAG-IL-15
analogs mutated in the peptide 2 region reacted in the RIA, a
result that confirms the involvement of peptide 2 in the B-E29
binding epitope.

FLAG-IL-15 and mutants were then assayed for their ability
to bind IL-15Ra expressed by TF-1 cells. For that purpose, a
competition assay was used that allowed us to compare the
efficiencies of the different mutants to inhibit the binding of a
low, non-saturating concentration of radioiodinated rIL-15 to
TF-1 cells. The competition curves are shown in Fig. 4, and the
concentrations of mutants giving half-maximal inhibitory ef-
fects (IC,, values) are listed in Table I. FLAG-IL-15 inhibited

labeled rIL-15 binding with an IC,, of 26 pum, a value in agree-
ment with the equilibrium dissociation constant reflecting the
binding of labeled rIL-15 to the same cells (K, = 79 pwm, Fig.
2B). This finding supports the validity of the competition assay
to estimate the affinities of the different mutants. Mutations at
three positions (Glu-46, Val-49, and Ile-50) within peptide 1
had profound effects on the affinity of IL-15, whereas mutation
Q48K was without effect. Mutations at position Leu-45 (L45D
and L45E), Ser-51, and Leu-52 reproducibly resulted in an
increased (2-3-fold) affinity of IL-15 in this competition assay.
The mutants 144D and L47D could not be evaluated in this
assay because of production levels that were too low in 293-
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Fic. 4. Determination of the affinities of FLAG-IL-15 and mu-
tants for IL-15Ra by competition binding studies. TF-1 cells were
equilibrated with a fixed concentration (80 pM) of '**IrIL-15 and in-
creasing concentrations (as indicated on the abscissa) of the FLAG-
IL-15 wild type (WT) or mutants. A, WT (W), L45D (¢), L45E (¢), and
E46K (A). B, WT (W), Q48K (1), V49D (#), I50D (<), S51D (A), and
L52D (»). C, WT (W), E64K ([), N65K ( #), L66D (<), L66E (&), I67D
(1), I67E (@), and 168D (O). Specific rIL-15 cell binding was calculated
and plotted as described in the legend of Fig. 1B.

EBNA supernatants. Some mutations in the peptide 2 region
(those directed to residues Leu-66 and Ile-67) also strongly
reduced the affinity of IL-15, whereas mutations at positions
Glu-64, Asn-65, and Ile-68 were without significant effects.
Wild-type FLAG-IL-15 and mutants were then tested for
their growth-promoting effects on the IL-15-responsive
TF-18 cells (Fig. 5 and Table II). The peptide 1 mutants
displayed biological activities that correlated well with their
I1.-15Re binding efficiencies measured on TF-1 cells; the
L44D, E46K, L47D, and I50D mutations resulted in a strong
reduction of the biological activity of IL-15, whereas mutation
Q48K was without significant effect, and mutations at posi-

Human IL-15-binding Site for IL-15R«

TaBLE I
Binding properties of the IL-15 mutants on the TF-1 cell line
Mean = S.D. of the relative activities are from three independent
experiments. ND, not determined; NA, not applicable.

FLAG-IL-15 proteins ICx, Relative activity
pi % WT
WT 26.1 100
144D ND NA
145D 101 258 + 30
L45E 12.5 209 = 10
E46K 13314.7 0.20 = 0.01
147D ND NA
Q48K 20.5 127 + 27
V49D 347.7 8§+2
150D 2949.8 0.88 * 0.45
S51D 116 225 + 36
L52D 10.9 2395
E64K 18.2 143 + 43
N65K 26.6 98 * 26
L66D 190.9 148
L66E 407.1 6+ 2
167D 104.8 25 *
I67E 63.7 41 =
168D 20.2 129 + 28

tions Leu-45, Ser-51, and Leu-52 induced a 2—4-fold increase
in bio-activity. The only exception was mutant V49D which,
despite a strongly reduced binding capacity, displayed nearly
wild-type bio-activity.

In contrast, the correlation between biological activity on
TF-18 cells and binding affinity on TF-1 cells was far weaker
with mutants in the peptide 2 region. Mutant N65K, which
displayed a nearly wild-type binding affinity on TF-1 cells, was
inactive on TF-18 cells. Mutants E64K and 168D, which also
displayed nearly wild-type binding affinities, behaved as par-
tial agonists on TF-18 with maximal responses being about
20% that of wild-type IL-15. The only correlation was found for
mutations at the Leu-66 and Ile-67 positions. The mutants
L66D, L66E, 167D, and I67E displayed reduced bio-activity
with a ranked order of potencies similar to that seen in the
competition binding assay.

Molecular Modeling—The final alignment of IL-15 sequence
to that of IL-2 is shown on Fig. 6A. Based on this alignment, the
two cytokines share a 21.93% sequence identity. IL-15 se-
quence contains two disulfide bonds at positions Cys-42 to
Cys-85 and Cys-35 to Cys-88, the former being homologous to
the Cys—Cys within IL-2. The sequence alignment reveals con-
served residues especially in helical structure supporting the
structural homology of the two cytokines: DLXXIXXXT (X rep-
resenting a non-conserved residue), CXXXEL, LIXXXN, and
EFLXXXXXXXQXX] in the A—D-helices, respectively. Two
conserved residues (Asp-20 and Gln-126 of the IL-2 sequence)
known to be involved in IL-2RB and IL-2Ry binding, respec-
tively, suggest similar interactions with those receptor sub-
units (44).

With this alignment, and based on the x-ray structure of
human IL-2, three-dimensional models of human IL-15 were
generated by Modeler program and tested for their accuracy
using the three-dimensional-one-dimensional profile method
(45), which calculates the local compatibility between a residue
and its structural environment. The model given the best glo-
bal score (S = 38.1) was retained. This score is close to that
obtained for the template (S = 43.63) and is in agreement with
a compilation of values obtained for correctly folded proteins of
the same length (40). Two successive refinements were per-
formed around two slim and weak mis-folded regions. The
orientation of the side chains was then optimized with SC-
WRL3 program (46) using a backbone-dependent rotamer li-
brary. Energy minimization was then carried out with
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Fic. 5. Proliferative activities of FLAG-IL-15 and mutants on
TF-18 cells. TF-18 cells were cultured in the presence of increasing
concentrations (as indicated on the abscissa) of FLAG-IL-15 wild type
(WT) or mutants. A, WT (W), L44D ((J), L45D (#), L45E (), E46K (A),
and L47D (). B, WT (l) Q48K ([1), V49D ( ¢), I50D (&), S51D (A), and
L52D (»). C, WT (W), E64K (), N65K (4 ), L66D (), L66E (A), I67D
(&), I67E (@), and 168D (O). Cell proliferation was evaluated by meas-
uring the incorporation of [*H]thymidine.

CHARMm module (47) of Insight II and CFF force field (48),
using Steepest Descents and adopted basis Newton-Raphson
methods and a fixed backbone. A definitive evaluation of the
optimized model was done using Profile three-dimensional Pro-
sall and PROCHECK. The three-dimensional profile plots
were always larger than zero, indicating that most residues lie
in a correct environment, and gave a global compatibility score
of 40.2. The energy scores given by Prosall were in accordance
with those of the template. Furthermore, the stereochemical
quality of the selected predicted model as evaluated by PRO-
CHECK compares favorably with the template; the Ramachan-
dran plot showed 89.8% residues in most favored regions, 7.4%
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TasLE II
Proliferative activities of the IL-15 mutants on TF-18 cells
Mean = S.D. of the relative activities are from three independent
experiments. NA, not applicable.

FLAG-IL-15 Proteins e ECs, Eg{i}l‘;’i
% WT pir % wT
WT 100 6.0 100
L44D 0 >20.0 <30
L45D 100 1.7 353 + 73
L45E 100 24 250 + 21
E46K >20 >1300.0 <0.5
147D 0 >60.0 <10
Q48K 100 4.8 125 + 22
V49D 100 6.2 97 + 55
150D >10 >60.0 <10
S51D 100 19 316 + 26
L52D 100 1.7 3563 + 91
E64K 20 ~(.8 NA
N65K 0 >200.0 <0.4
Le6D 0 >200.0 <0.4
L66E 0 >200.0 <0.4
167D >40 >30.0 <3
167E >75 >10.0 <8
168D 20 ~0.8 NA

in additional allowed regions, and 2.8% in generously allowed
regions. A ribbon representation of the final model is shown in
Fig. 6B, where peptide 1 and peptide 2 residue side chains are
displayed. Because of the folding of the protein, helices B and C
of IL-15 appear to be in close proximity. On Fig. 6C a Connolly
surface representation is shown demonstrating that residues
from peptides 1 and 2 are exposed to solvent (except Ile-50
which is buried in the core of the molecule) and form a contin-
uous surface area. Hydrophobicity analysis (Fig. 6D) reveals
that this area is composed of a large hydrophobic cluster con-
taining four hydrophilic amino acids (Glu-46, Gln-48, Glu-64,
and Asn-65).

DISCUSSION

As opposed to the IL-2Ra chain that binds IL-2 with low
affinity (49), the IL-15Ra chain has been shown per se to
display high affinity binding for IL-15 (11). The interface be-
tween IL-15 and IL-15Ra therefore likely contributes to most of
the free energy of binding of IL-15 to its functional high affinity
(afy) receptor. To design proteins with agonist or antagonist
properties of the I1.-15 system, a good knowledge of the molec-
ular features of the IL-15/IL-15Re interface is therefore desir-
able. No data are available so far on that topic, and the main
aim of this study was to contribute to the definition of the
epitope in IL-15 responsible for the binding of IL-15Ra.

Two regions were first identified by pepscan that specifically
bind a soluble form of IL-15Ra. They are positioned in Fig. 6 on
a model of human IL-15 that was generated based on a se-
quence alignment with human IL-2. The first region
(*LLELQVISL®2, peptide 1) is located in the B-helix, and the
second region (**ENLII®®, peptide 2) belongs to the C-helix. The
involvement of peptide 2 region in receptor binding was further
supported by the fact that mAb B-E29, the only mAb among
those tested that inhibits I1.-15 binding to the IL-15Ra, reacts
with a sequence ('DTVENLIILANN"?) overlapping that of
peptide 2. Two other epitopes could be defined; an antigenic
region ((°CKECEELEEKN®®) located on the C-D loop was
found to be shared by four non-inhibitory mAbs (B-T15, B-S19,
B-P21, and B-N22) and is therefore not likely to be involved in
receptor binding. MAB247 was found to inhibit IL-15-induced
proliferation but not IL-15 binding to IL-15Re«, suggesting that
it interfered with IL-2Rg8 and/or IL-2Ry recruitment. In pep-
scan experiments, MAB247 reacted with a sequence
(1°2SFVHIVQMFIN''?) located in helix D of IL-15. These find-
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Fic. 6. Sequence alignment for human IL-15 and IL-2 and molecular model of human IL-15. A, a-helices are identified by colored letters
(helix A, dark blue; A', light blue; B, red; C, pink; D, green). The disulfide bridge common to IL-2 and IL-15 is shown in blue, and the proposed
disulfide bridge specific to IL-15 is shown in yellow. Conserved amino acids between 1L-2 and 1L-15 are shaded in gray. On the IL-2 sequence, /
indicates a missing residue in the 1M47 Protein Data Bank structure. On the IL-15 sequence, residues underlined in yellow or red correspond to
amino acids in peptide 1 or 2, respectively. Open blue boxes indicate human IL-2 or IL-15 residues that have been shown to participate in IL-2R«a
binding (25) or to be involved in the binding to IL-15R« (this paper), respectively. B, the side chains of the ribbon drawing shown in yellow or red
color correspond to the residues in peptide 1 or 2, respectively. C, the Connolly surfaces of modeled IL-15 colored in yellow or red correspond to
amino acids in peptide 1 or 2, respectively. D, the Connolly surfaces of modeled IL-15 are colored according to the hydrophobicity index of the

exposed residues (hydrophobic in red; hydrophilic in yellow).

ings agree well with the fact that this region, particularly
residue GIn-108, has been suggested to be involved in the
recruitment of the IL-2Ry chain (28).

Mutagenesis studies confirmed the involvement of these two
regions and enabled us to identify amino acids that participate
in receptor binding and induction of bio-activity. Within the
first region (peptide 1), and according to our structural model
(Fig. 6C), Ile-50 is the only amino acid to be completely buried
in the hydrophobic core of IL-15 and is therefore unlikely to be
accessible for the receptor. Mutation at that position (I50D)
strongly reduced the ability of IL-15 to bind to IL-15R« as well
as to induce cell proliferation, a result that might reflect a local
conformational change that affects binding and signaling.
However, this conformational change seems not to disturb the
overall structure of the molecule, as far as the 150D mutant
was found to be recognized by MAB247 in the ELISA. Among
the solvent-exposed residues in peptide 1 (Fig. 6C), Glu-46,
Val-49, Leu-45, Ser-51, and Leu-52 were found to be involved in
IL-15Ra binding. Glu-46 was crucial, because replacement of
its acidic side chain by a basic one (E46K) resulted in a com-
plete loss of IL-15 binding to IL-15R« and bio-activity. Replace-
ment of the hydrophobic side chain of Val-49 by a negatively
charged side chain (V49D) also resulted in a strong (13-fold)
reduction of the affinity of IL-15 for IL-15Ra. Unexpectedly, the
V49D mutant showed almost wild-type biological activity. A
similar discrepancy between binding affinity and bio-activity
has been reported for an IL-2 mutant (T51P) (50). This mutant
was as active as wild-type IL-2, although it displayed a 10-fold
lower receptor binding affinity. It has been shown that this
mutant was deficient in inducing internalization of high affin-
ity receptors, thus resulting in longer duration of receptor
occupancy and induction of biological response. Whether the

V49D IL.-15 analog exhibits similar properties needs further
investigation.

Mutations at positions Leu-45, Ser-51, and Leu-52 did not
result in reduction but to an increase in binding and bio-
activity, indicating that these residues are also involved in
IL-15Ra binding. The mutants L44D and L47D showed im-
paired biological responses, although their binding affinity
could not be evaluated. Unexpected, mutant Q48K showed
almost wild-type properties, although GIn-48 is positioned in
the center of an epitope formed by amino acids (Leu-45, Glu-46,
Val-49, Ser-51, and Leu-52) which participate in receptor bind-
ing. Additional mutations of that residue might be required to
reassess its potential involvement in receptor binding.

The results of mutagenesis in the peptide 2 region showed
that among the five amino acids evaluated (Glu-64 to Ile-68),
only Leu-66 and Ile-67, which are partially solvent-exposed
(Fig. 6C), seem to be involved in receptor binding. The mutants
(66D, LL66E, 167D, and 167E) displayed reduced binding affin-
ities and corresponding reductions of their biological activities.
Mutants E64K and 168D had affinities similar to that of wild-
type IL-15, suggesting that Glu-64 and Ile-68 are not involved
in IL-15Ra binding. However, the mutants behaved as partial
agonists in the proliferation assay. Because partial agonism is
indicative of defective activation of the receptor (51), Glu-64
and Ile-68 might be involved in the recruitment of the IL-2R@/y
transduction complex. This conclusion might hold for Asn-65
whose mutation (N65K) resulted in a loss of bio-activity with-
out detectable alteration of the IL-15Ra binding affinity. Mu-
tagenesis of mouse IL-2 and molecular modeling studies (27,
52) has indicated that, in addition to residue Asp-20 located on
helix A (24), the C-helix of human IL-2 is also potentially
involved in its interaction with IL-2Rg, and recent work has
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shown that a mutation in that helix (N88R) resulted in a
drastic (1000-fold) loss of IL-2 binding to IL-2RB (26). Our
results suggest that the corresponding regions in human IL-15,
especially residues Glu-64, Asn-65, and Ile-68, participate also
in the recruitment of the IL-2R8 chain.

The IL-15 mutants E64K, N65K, and 168D display proper-
ties (low or no biological activity despite high affinity binding to
1L-15Ra) that designate them as potential 11.-15 antagonists.
Preliminary experiments? indeed indicate that N65K can in-
hibit IL-15-induced cell proliferation.

The region of IL-15 that corresponds to peptide 2 seems to
participate both in IL-15Ra and IL-2R8 binding. The functional
properties of the B-E29 mAb strengthen this notion. Pepscan
studies showed that peptide 2 (Y*ENLII®®) belongs to the
epitopic region of B-E29, and mutagenesis revealed that all
amino acids of peptide 2 (Glu-64 to Ile-68) are involved in this
process. B-E29 inhibited both IL-15 binding to IL-15Ra and
1L-15-induced proliferation through the IL-15Ra-IL-2RA/y
high affinity complex. However, although it only partially af-
fected binding (about 3-fold reduction in the binding affinity of
IL-15), it completely abrogated proliferation. A conclusion from
these results is that B-E29, by blocking peptide 2 and especially
amino acids Leu-66 and Ile-67, partially affects IL-15 binding
to IL-15R«, whereas by blocking amino acids Glu-64, Asn-65,
and Ile-68, it completely blocks the recruitment of the IL-2R3
chain.

The involvement of the epitope corresponding to peptide 2 in
both IL-15R« binding and IL-2RB recruitment might have im-
plications on the dynamics of the receptor assembly. IL-15
would first bind with high affinity to IL-15R« by engaging the
peptide 1 and peptide 2 (or part) epitopes. Subsequent IL-2R3
recruitment could then involve the engagement of another part
of the peptide 2 epitope. Alternatively, a conformational change
could occur in which IL-2RB would replace IL-15Ra in binding
to the peptide 2 epitope.

In the case of mouse I1.-2, a sequence of helix B analogous to
the epitope in IL-15 corresponding to peptide 1 has been shown
to interact with IL-2Ra (namely residues Glu-76, Pro-79, Val-
83, and Leu-86) (27). In the case of human IL-2, no mutations
in the B-helix that affect IL-2 binding to IL-2R« have been
described so far, although molecular modeling has predicted a
contact between helix B of human IL-2 (namely residues Lys-64
and Glu-68 or Glu-61 and Glu-62) and IL-2Ra (52). In contrast,
the region in IL-2 within helix C analogous to the epitope in
11.-15 corresponding to peptide 2 does not appear to be involved
in IL-2Ra binding (27). Our results therefore indicate that the
mode of interaction of IL-15 with IL-15Ra is not completely
homologous to the mode of interaction of IL-2 with IL-2Ra. This
may reflect the fact that IL-15 displays an affinity for its «
chain that is about 500-fold higher than the affinity of IL-2 for
its « chain. In the case of human IL-2, the loop connecting helix
A and helix B (namely residues Lys-35, Arg-38, Phe-42, and
Lys-43) has been shown to participate in IL-2R« binding (25).
Although our pepscan studies did not show any significant
binding of the soluble IL-15Re« to peptides that correspond to
the A-B loop of IL-15, they remain to be validated by a muta-
tional study.

In conclusion, we identified two regions in IL-15 that are
involved in the binding to IL-15R«, one of them being also used
to recruit the IL-2Rg transducing subunit. IL-15 muteins
(L45D, L45E, S51D, and L52D), which display binding and
biological properties higher than those of wild-type IL-15 and
therefore behave as super-agonists, are valuable tools to ex-
pand lymphocyte subsets (e.g. NK cells, NK-T cells, and CD8+
memory T cells) and might be useful as therapeutic agents in
patients with cancer or immunodeficiencies. Other muteins
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(E64K, N65K, and 168D) display properties that designate
them as potential IL-15 antagonists and might be useful in
inflammatory diseases like rheumatoid arthritis and general-
ized Shwartzman reaction where 11.-15 is thought to play an
important role (22).
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RESUME

Mise en Evidence d'une Forme Soluble de la Chaine Alpha du Récepteur de
I'Interleukine-15 Humaine: Caractérisation Structurale et Fonctionnelle.

L’Interleukine-15 (IL-15) est une cytokine qui présente des activités semblables a celles de
I’IL-2 in vitro du fait de l'utilisation commune des chaines réceptrices IL-2Rp et v, la
spécificité d'action étant conférée par une chaine réceptrice a. L’IL-2Ra existe sous forme
soluble aprés clivage protéolytique de la forme membranaire. Dans cette ¢tude, nous avons
mis en évidence in Vvitro puis in vivo une forme soluble de la chaine IL-15Ra, issue du
clivage de I’IL-15Ra membranaire et possédant une forte activité antagoniste de 1’action
de I’'IL-15. Le domaine N-terminal de I’'IL-15Ra (sIL-15Ra-sushi) en combinaison avec
I’'IL-15, s'avere étre, quant a lui, agoniste pour les cellules n’exprimant que les chaines IL-
2R et y, effet renforcé par la liaison IL-15/sIL-15Ra grace a un linker. Ce travail montre
que le sIL-15Ra est une composante importante dans la régulation des activités de 1'lL-15
et pourrait conduire a différentes applications thérapeutiques.

Mots clés : Immunologie, Cytokine, Interleukine-15, Récepteur Soluble de 1'Interleukine-
15, Activité Antagoniste, Protéine de Fusion, Transsignalisation.

ABSTRACT

Molecular and Functionnal Characterisation of a Natural Human Soluble Form of
the Interleukin-15 Receptor Alpha Chain.

Interleukin-15 (IL-15) mimics most of the in vitro biological activity elicited by IL-2. This
redundancy is explained by the common usage of the two receptors IL-2R[ and ¥..
Cytokine specificity is conferred by private alpha chains. IL-2Ra exists as a soluble form
shed from the membrane-bound form. In this study, we identify in vitro and then in vivo a
soluble form of the IL-15Ra chain, stemmed from membrane-bound IL-15Ra, and which
is a strong antagonist of IL-15 activity. The N-terminal domain of IL-15Ra (sIL-15Ra-
sushi), in combination with IL-15 exerts an agonistic effect on IL-2R[/y. expressing cells,
an effect strenghtened by covalently linking IL-15 to sIL-15Ra. This work shows that sIL-
15Ra plays important roles, in regulation, of IL-15 activity and could lead to therapeutic
applications.

Key Words : Immunology, Cytokine, Interleukin-15, Interleukin-15 Soluble Receptor,
Antagonist Activity, Fusion Protein, Transsignalisation.

Erwan MORTIER

Département de Recherches en Cancérologie
INSERM U601, Institut de Biologie, 9 quai Moncousu
44093 Nantes cedex 01
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